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WYKAZ SKROTOW
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ang. ATP-binding casssette, rodzina biatek ABC
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ang. autoimmune hepatitis, autoimmunologiczne zapalenie watroby
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ang. constitutive androstane receptor, konstytutywny receptor dla androstanu
ang. cytomegalovirus, wirus cytomegalii
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ang. direct-acting antivirals, leki o bezpo$rednim dziataniu przeciwwirusowym

ang. European Association for the Study of the Liver, Europejskie

Stowarzyszenie Badan nad Watroba

ang. Epstein—Barr virus, wirus Epstein-Barr’a

ang. enteric cytopathogenic human orphan viruses, ECHO wirusy
ang. ethylenediaminetetraacetic acid, kwas wersenowy

ang.extensive metabolizers, szybcy metabolizerzy

ang. European Medicines Agency, Europejska Agencja Lekow
ang. Food and Drug Administration, Agencja Zywnosci i Lekow
gamma-glutamylotranspeptydazy

ang. hepatitis B virus, wirus zapalenia watroby typu B
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IL-28
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ang. hepatitis C virus, wirus zapalenia watroby typu C
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ang. hepatocyte nuclear factors, czynniki jadrowe hepatocytow
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ang. herpes simplex virus 2, wirus opryszczki pospolitej typu 2

ang. host targeting agents, leki antywirusowe dzialajace na czynniki
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interleukina-18

interleukina-1 alfa

interleukina-1 beta

interleukina-28

interleukina-6

ang. intermediate metabolizers, posredni metabolizerzy

ang. internal ribosomal entry side, wewngtrzne miejsce wigzania rybosomu
chromatografia cieczowa z tandemowa spektrometrig mas

czynnik jadrowy kappa B

ang. primary biliary cholangitis, pierwotne zapalenie drog zoétciowych

ang. physiologically based pharmakocinetic, model farmakodynamiczny
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glikoproteina P

ang. poor metabolizers, wolni metabolizerzy

ang. primary sclerosing cholangitis, pierwotne stwardniajgce zapalenie drog
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RBV rybawiryna

RXR ang. retinoid X receptor, receptor X retinoidow

SDS s01 sodowa kwasu dodecylosiarkowego

SLC ang. solute carrier, transportery z rodziny SLC

SNP ang. Single Nucleotide Polimorphism, polimorfizm pojedynczego nukleotydu
SVR ang. sustained virologic response, trwata odpowiedz wirusologiczna

SXR ang. steroid xenobiotic receptor, receptor ksenobiotykow sterydowych
TNF-a, ang. tumor necrosis factor, czynnik martwicy nowotworow-alfa

UM ang. ultrarapid metabolizers, ultraszybcy metabolizerzy,



1. WSTEP

Komorki watroby petnig istotng role w metabolizmie roznych substancji dostarczanych
do organizmu. W przypadku zaburzen zwigzanych z wystgpieniem réznego rodzaju patologii
watroby, ograniczajacych jej prawidtowe dzialanie (takich, jak np. wirusowe zapalenie
watroby) moze dojs¢ do sytuacji, w ktorej przebieg biotransformacji bedzie znaczaco
zmieniony, poniewaz narzad ten jest gldwnym organem biorgcym udziat w procesach
metabolizmu zwigzkow endo- 1 egzogennych (w tym detoksykacji), a co za tym idzie réwniez
substancji stosowanych jako leki. W watrobie, gtéwnymi enzymami zaangazowanymi
w procesy metabolizmu lekéw i innych ksenobiotykow sa biatka cytochromu P450,

katalizujace reakcje I fazy, a takze liczne enzymy katalizujace reakcje sprzegania (tzw. Il fazy)

[1,2].

Aktywnos$¢ enzymow bioracych udzial w metabolizmie lekow jest zalezna od wielu
czynnikow, ktére warunkuja wydajnos¢ poszczegdlnych etapéw biotransformacji lekow
(na przyktad czynnikéw fizjologicznych, genetycznych czy patologicznych). Dane dotyczace
Zmian w zawarto$ci poszczegélnych enzymow w stanach patologicznych watroby,
a w szczegdlnosci w schorzeniach o podtozu wirusowym, takich jak HCV (z ang. Hepatitis C
wirus, wirusowe zapalenie wgtroby typu C), sa jednak niepetne, a jeszcze mniej wiadomo
na temat mechanizméw regulacyjnych, ktore leza u podstaw tych zmian. Badania wskazuja,
ze ekspresja niektérych enzymow jest czesciowo regulowana przez tzw. receptory jadrowe
na poziomie transkrypcji. Wskazuje na to, miedzy innymi, korelacja ekspresji gendéw enzymow
metabolizujacych leki na poziomie mRNA z iloscig powstajacego bialka, takze w stanach
patologicznych. Mozliwy jest rdwniez udzial innych mechanizméw regulacyjnych, w tym
epigenetycznych (miRNA, metylacja DNA, S-nitrozylacja bialek). Dostepne w literaturze
ilosciowe opisy mRNA oraz prace dotyczace badania poziomu ekspresji enzymow
metabolizujacych leki dotycza gtownie zdrowych tkanek 1 nie zawsze s3 one skorelowane
z ilosciowa zawartos$cig biatka. Tak wigc, istotne jest okreslenie ekspresji genéw enzymow
metabolizujacych leki oraz ich iloSciowe oznaczenie na poziomie biatka przy uzyciu
wiarygodnych metod laboratoryjnych (np. LC-MS/MS - chromatografia cieczowa sprzezona
ze spektrometrig mas) w stanach patologicznych watroby, takich, jak na przyktad HCV [3-5].

Poszerzenie wiedzy na temat zawartosci (a posrednio aktywnosci) poszczegdlnych
enzymoOw w chorobach infekcyjnych watroby doprowadzi do lepszego zrozumienia procesow

kinetyki lekéw, a w przyszlo$ci moze by¢ przydatne w procesie tworzenia nowych lekow



lub modyfikacji schematow dawkowania juz istniejagcych. Wiedza ta bedzie uzyteczna takze
w wyjasnianiu toksyczno$ci oraz interakcji lekow w danej populacji chorych (poszerzenie
wiedzy na temat zwigkszonego ryzyka wystepowania interakcji lub jego obnizenia). Ocena
zmian w ekspresji genow systemu detoksykacyjnego pod wptywem réznych czynnikow
uczestniczacych w patogenezie choréb infekcyjnych watroby moze stanowi¢ istotng wartos¢
w ocenie skutecznosci terapii, badz moze by¢ cennym zrodtem informacji na temat patogenezy
danego schorzenia [3-5]. W ostatnich latach pojawito si¢ takze duzo doniesien dotyczacych
wplywu wystepowania stanu zapalnego na watrobowy metabolizm lekéw, chociazby przez
zwiekszong w takich stanach produkcje cytokin [6]. Wyniki uzyskane z analizy prob watroby
pacjentow z HCV moga wiec takze da¢ pewien obraz zmian w metabolizmie lekow w innych

grupach pacjentdw z niewydolnos$cig watroby o podtozu zapalnym.

1.1. WATROBA W METABOLIZMIE LEKOW

W organizmie cztowieka, watroba jest najwickszym gruczolem, ktoéry peini bardzo
réznorodne funkcje. Oprocz udzialu w przemianach lipidow, weglowodandéw 1 bialek,
wytwarzaniu z6lci, metabolizmie hemu, syntezie czynnikdw krzepnigcia 1 funkcji
immunologicznych, jest najwazniejszym narzadem w procesie detoksykacji oraz metabolizmie
ksenobiotykow, w tym lekéw. Badania kliniczne wskazuja, ze w przebiegu chordb watroby
metabolizm lekow jest zmieniony, co zwigzane jest, mi¢dzy innymi, ze zmieniong aktywnos$cia
enzymatyczng oraz zaburzonym transportem substancji do wnetrza hepatocytow.
Konsekwencja chorob watroby jest wiec zmieniona farmakokinetyka wielu lekéw, co moze
mie¢ wplyw na skuteczno$¢ 1 bezpieczenstwo leczenia farmakologicznego. Podtoze chordb
watroby, prowadzacych do ciezkiej niewydolnosci tego narzadu jest jednak roznorodne
i obejmuje zarowno czynniki infekcyjne np. HCV (ang. hepatitis C wirus, wirus zapalenia
watroby typu C), HBV (ang. hepatitis B wirus, wirus zapalenia watroby typu B), reakcje
autoimmunologiczne np. PBC (ang. primary biliary cholangitis, pierwotne zapalenie drog
z6kciowych), PSC (ang. primary sclerosing cholangitis, pierwotne stwardniajace zapalenie
drog zotciowych), AIH (ang. autoimmune hepatitis, autoimmunologiczne zapalenie watroby),
czy uszkodzenie toksyczne (np. alkoholowa choroba watroby). Wirusowe czynniki zakazne,

takie jak HCV, sa zwigzane ze zwickszong $miertelnoscig wsrdod pacjentow, glownie



w konsekwencji powodowania powaznych dysfunkcji w pracy tego narzadu. Zakazenie HCV

wigze si¢ ze zwigkszonym ryzykiem wystgpienia marsko$ci watroby oraz nowotworzeniem

[7, 8].

Watroba to organ migzszowy, odpowiadajacy za metabolizm bardzo szerokiej grupy
substancji. Odnoszac si¢ do bardzo r6znorodnych funkcji jakie pelni ten narzad, watroba jest
organem o uniwersalnych wtasciwosciach, zarowno w stanie zdrowia, jak i chorob toczacych
si¢ w jej obrebie oraz poza jej obszarem. Ze wzgledu na role w przemianach lipidow,
weglowodanow 1 biatek, organ ten charakteryzuje si¢ duzym zapotrzebowaniem na tlen oraz
substancje odzywcze, dlatego tez watroba jest narzadem bardzo mocno ukrwionym.
W watrobie mozna wyr6ézni¢ dwa gldwne rodzaje: ukrwienie czynnosciowe oraz ukrwienie
odzywcze (rysunek 1). Podstawowe natlenienie narzadu zapewnia tetnica watrobowa. Zytg
wrotng za$ transportowane s3, przede wszystkim, zwiagzki wchlaniane w przewodzie
pokarmowym, w tym substancje odzywcze, a takze leki. Ten rodzaj zalezno$ci, a zwtaszcza
lokalizacja 1 rodzaj  unaczynienia ~ma  duze  znaczenie  je$li  chodzi
o pelione przez watrobe funkcje, w tym te zwigzane z metabolizmem lekéw, w pierwszej
kolejnosci tych podawanych droga doustng, ktore trafiaja do watroby krazeniem wrotnym,
zanim ulegng dystrybucji do docelowych tkanek i narzadow. Wielko$¢ 1 unaczynienie watroby
oraz ekspresja gendéw enzymow metabolizujacych leki sg przyczyng najwiekszego udziatu tego
narzadu w biotransformacji ksenobiotykéw. Dostepne dane wskazuja, ze blisko 75%
wszystkich enzymow metabolizujagcych leki w organizmie jest zlokalizowanych
w watrobie. Oprocz tkanki watrobowej, enzymy zwigzane z metabolizmem lekéw moga by¢
takze zlokalizowane w obrebie tkanek: uktadu pokarmowego - jelit, uktadu wydalniczego
- nerek, uktadu oddechowego - ptuc, uktadu sercowo-naczyniowego, a takze uktadu nerwowego

—mozgu [8, 9, 10].
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Rysunek 1. Unaczynienie watroby. Na podstawie: [11], zmodyfikowano.

W strukturze watroby mozna zaobserwowac efektywne przystosowanie czynno§ciowe
do pehienia funkcji metabolicznych, w budowie histologicznej watroby obserwuje si¢ znaczng
przewage (okoto 80% wszystkich komorek tego narzadu) wyspecjalizowanych komorek -
hepatocytow, ktorych wnetrza stanowig “bank” enzymow metabolizujacych leki,
natomiast pozostatg cze$¢ stanowia komorki: siateczkowo-$rédblonkowe, gwiazdziste,
Browicza-Kupfera oraz komorki tkanki tacznej, drog zotciowych i naczyn krwionosnych [8].
Wirusowe czynniki zakazne, takie jak HCV, sa zwigzane ze zwigkszong $miertelnoscig wsrdd
pacjentow, poprzez powodowanie powaznych dysfunkcji w pracy tego narzadu. W trakcie
rozwoju marskosci watroby dochodzi do zaburzenia jej fizjologicznych funkcji  oraz
jej uszkodzenia. W wyniku dlugotrwatego stanu zapalnego, wystgpujacego w watrobie,
obserwuje si¢ spadek liczby zdrowych komorek hepatocytarnych oraz gromadzenie si¢ tkanki
wlokniste] w migzszu watrobowym, ktora jest formg tworzenia blizn pozapalnych. Z czasem,
gdy stan zapalny w watrobie nie jest leczony, proces bliznowacenia nasila si¢, a na skutek
pojawienia si¢ zbliznowacen, przy coraz wigkszym udziale ilosciowym tkanki wioknistej
(na przyklad w postaci guzkow regeneracyjnych), funkcje watroby sa coraz bardziej
ograniczone. Ze wzgledu na powstajace zwloknienia, w migzszu watrobowym powstajg

ostatecznie przegrody (septy), blokujace prawidlowy przeptyw krwi, hamujac tym samym
11



doptyw sktadnikow odzywczych oraz ksenobiotykéw do komodrek docelowych, istotnie

zmieniajac takze wydajno$¢ biotransformacji [7-10].

W cytoplazmie hepatocytow zlokalizowane sg enzymy, ktore w przypadku uszkodzenia
bton komoérkowych wydostaja sie do krwiobiegu, powodujac wzrost ich stezenia i aktywnosci
we krwi — sg to, miedzy innymi, ALT (aminotransferaza alaninowa) i AST (aminotransferaza
asparginianowa). Sg one cennym, diagnostycznym zrédtem informacji o stanie zdrowia tego
narzadu. Zmieniony, wysoki poziom aktywnosci ALT i AST moze $wiadczy¢ o uszkodzeniu
komorek watroby w ostrych i przewlektych chorobach tego organu, takich jak HBV, HCV,
toksyczne uszkodzenie watroby czy marsko$¢ watroby. Dodatkowo, w diagnostyce, bada si¢
aktywno$¢ enzymow zwigzanych z nabtonkiem drég zétciowych: ALP (fosfataza zasadowa) i
GGTP (gamma-glutamylotranspeptydaza). Wzrost ich aktywnosci jest istotny w diagnostyce
niedroznos$ci drog zoétciowych, cholestazy watrobowej spowodowanej kamicg zotciowa, a takze

w przypadku diagnostyki onkologicznej [7, 8].

W rozpoznaniu HCV, oprocz powyzszych wskaznikow laboratoryjnych, pomocne sa
badania serologiczne oraz wirusologiczne. Stuza one diagnostyce réznicowej, ktdéra umozliwia
diagnoze HCV: od 1-3 tygodni od zakazenia (je$li badany jest RNA HCV) i 4-10 tygodni
od zakazenia (w przypadku badan wykrywania przeciwciat anty-HCV). RNA HCV - wystepuje
we krwi okresowo, dlatego na podstawie pojedynczego, ujemnego wyniku badania nie mozna
wykluczy¢ w 100% zakazenia HCV u chorego na zapalenie watroby. Taki test nalezy
powtorzy¢. Dodatkowo, pomocniczg metoda w diagnostyce jest oznaczenie we krwi antygenu

rdzeniowego HCV (HCVCcAGQ) [8].

W miare¢ poszerzania dostgpnej wiedzy w zakresie nauki o lekach, coraz wigkszg wage
przyktada si¢ do zagadnien zwigzanych ze szczegdlnymi funkcjami petnionymi przez tkanki
1 komorki, szczego6lnie te, ktdre tworza watrobe 1 zwigzane sg z procesami odpowiadajacymi
za los lekow w organizmie, ich metabolizm - biotransformacj¢. Na aktywne, sekwencyjne
procesy biotransformacji lekow, sktadajg si¢ liczne reakcje metaboliczne, warunkujace
zarowno biodostepnos¢ lekow, jak 1 ich interakcje, wykorzystujace zasob enzymow
przeksztatcajacych wiele substancji endo- i egzogennych. Enzymy te znajduja si¢ przede
wszystkim w obrebie gladkiego retikulum endoplazmatycznego, wchodzac w sktad ukladu
mikrosomalnego zlokalizowanego w obrebie komorek hepatocytarnych, gdzie wystepuja
w przewazajacej ilosci. Ze wzgledu na bardzo szeroki zakres dzialania, a w szczegolnosci

mnogos¢ funkcji w zakresie biosyntezy zwigzkow endogennych oraz przemiany zwigzkoéw
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endo- i egzogennych, hepatocyty sg szczegdlnie bogate w organella i struktury komorkowe,
takie jak: mitochondria, lizosomy, peroksysomy. Rozbudowany system retikulum
endoplazmatycznego (przemiana biatek) oraz aparatu Golgiego (przemiana glikoproteidow,
lipoproteidéw oraz kwasow ttuszczowych), ze wzgledu na wystepowanie zwigkszonych ilosci
pecherzykoéw 1 bton, oddzielajacych srodowiska przebiegu reakcji biochemicznych, tworzy
wyspecjalizowany uktad, zapewniajacy warunki do prawidlowego procedowania przemian
metabolicznych. W retikulum endoplazmatycznym szorstkim, ktérego btlony uktadaja
sic¢ w ksztalt rownolegtych splaszczonych cystern, zachodza glownie reakcje zwigzane
z przemiang biatek - tworzone sg na przyktad biatka osocza. Natomiast w gtadkim retikulum
endoplazmatycznym (rysunek 2), znajduja si¢ przestrzenie, w ktérych syntezowany jest
cholesterol oraz glikogen i co istotne z farmakologicznego punktu widzenia, zachodzi
tu rowniez proces detoksykacji 1 biotransformacji substancji toksycznych, hormonow

steroidowych i lekow [7, 12-15].

Hepatocyty stanowig podstawowa jednostke funkcjonalng watroby. Maja one
wielokatny ksztatt, a ich wielkos¢ wynosi okoto 25 pum. Kazda komoérka hepatocytarna,
pod wzgledem funkcjonalnym posiada dwa bieguny: biegun naczyniowy oraz biegun zéiciowy.
Bieguny te s3 wyraznie widoczne w komorce, co zapewnia oddzielenie uktadu krwiono$nego

od drog zoélciowych, a wynika to takze z ulozenia hepatocytow w blaszce watrobowej [12].

Do $ciany naczyh krwionos$nych (naczyn zatokowych), skierowany jest biegun
naczyniowy hepatocytu, ktory pokryty jest licznymi, krotkimi mikrokosmkami, zwroconymi
do przestrzeni Dissego (przestrzeni okolozatokowej), gdzie dochodzi do wchlaniania
sktadnikéw odzywczych do wnetrza komorki oraz wydzielania biatek i lipidow do naczynia
krwiono$nego. Natomiast okoto 30% powierzchni hepatocytu przypada na biegun zotciowy,
ktory stanowi powierzchnie, ktorg stykaja si¢ ze sobg dwa hepatocyty. Sasiadujace ze sobag
hepatocyty, w wyniku wpuklenia si¢ blon komérkowych oraz wystepujacych kompleksow
polaczen  migdzykomodrkowych, tworza  Swiatto  kanalika  zolciowego,  ktore
jest dobrze odizolowane od pozostatej powierzchni komoérek. Funkcja bieguna zotciowego

jest wydzielanie zo6tci oraz substancji wraz z nig eliminowanych, w tym takze niektorych lekow
[12, 13, 14, 16].
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Rysunek 2. Gtadkie retikulum endoplazmatyczne, w obrgbie ktorego znajduje si¢ uktad
mikrosomalny, bogaty w enzymy cytochromu P450. Za:[13].

Procesy metaboliczne, zachodzace w watrobie (rysunek 3), obejmuja szereg reakcji,
ktére zazwyczaj zwigkszaja biodostepnos¢ i warunkuja biodystrybucje lekdéw poprzez
przemiang dostarczanych substancji lipofilnych w substancje hydrofilowe — czyli
rozpuszczalne w wodzie, mozliwe do usunigcia z ustroju, w sposob bezpieczny dla organizmu.
Przyktadem takich procesow sg reakcje: utleniania, redukcji oraz hydrolizy, ktore zachodza
W przewazajacej mierze, z udziatem izoenzymow cytochromu P450 i sg okreslane jako reakcje
I fazy metabolizmu lekéw. Reakcje I fazy prowadza przewaznie do dezaktywacji lekow 1 utraty
ich biologicznej aktywnos$ci. Natomiast niektore zwigzki (proleki) dopiero po przejéciu przez
I faze biotransformacji sg aktywowane i zdolne do wywotania efektu terapeutycznego. Zmiany
w aktywnos$ci poszczegdlnych enzymoéw uktadu CYP450 mogg mie¢ zatem odmienny efekt
w odniesieniu do roéznych farmaceutykow. Reakcje katalizowane przez te enzymy mozna
szczegdtowo podzieli¢ na procesy: hydroksylacji, dealkilacji, monooksygenacji, a takze
epoksydacji. Rodzaj substratu metabolizowanego przez enzymy cytochromu P450 warunkuje
roOwniez wystepowanie innych reakcji: dehydratacji, dehalogenacji, dehydrogenacji, redukcji,
izomeryzacji i dimeryzacji, zachodzacych z wykorzystaniem aktywnos$ci monooksygenaz

charakterystycznej dla nadrodziny bialek hemowych [2, 14, 15, 16].

Na drugg faze metabolizmu lekow sktadajg si¢ natomiast réznego rodzaju reakcje,
w ktorych metabolity pochodzace z pierwszej fazy sa sprzegane z roznorodnymi substancjami
endogennymi, np. kwasem siarkowym, glukuronowym czy octowym. Skutkuje

to powstawaniem produktow tatwo rozpuszczalnych w wodzie oraz umozliwia ich bezpieczna
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eliminacj¢ z ustroju, co mozna opisa¢ jako koncowy etap, w ktorym nast¢puje koniugacja
szkodliwych metabolitow i ich inaktywacja w reakcjach katalizowanych gléwnie przez enzymy
podrodziny UGT1A i 2B, a nast¢pnie ich wydalenie (droga nerkowa lub z z6lcig) z organizmu.
Losy poszczegdlnych lekéw w organizmie rdznig si¢ migdzy soba, cz¢$¢ z nich podlega tylko
jednej z opisanych faz metabolizmu, a niektére substancje sa wydalane w stanie niezmienionym

[17, 18].

LEK
WYDALANIE —————— METABOLIT Il FAZY
| FAZA
utlenianie
redukcja -
| — - METABOLIT | FAZY Il EAZA
hydroliza

sprzeganie z aktywnym kwasem
glukuronowym, siarkowym,
octowym, aminokwasami i innymi
zwigzakami

Rysunek 3. Ogolny schemat biotransformacji lekow. Opracowanie witasne.

Enzymy biorgce udzial w biotransformacji, nalezagce do uktadu cytochromu P450,
stanowig nadrodzing bialek hemowych wykorzystujacych wiasciwosci monooksygenaz.
W organizmie czlowieka zidentyfikowano do tej pory blisko 60 izoenzymow CYP, ktore naleza
do 18 rodzin [15]. Sposréd nich tylko stosunkowo niewielka liczba bierze udziat
w metabolizmie lekow [16,17]. Wigkszos¢ enzymow, ktore sg zaangazowane w procesy
biotransformacji lekéw, nalezy do podrodzin: CYP1, CYP2, CYP3, ktore tagcznie odpowiadajg
za metabolizm okoto 90% wszystkich znanych lekéw. Do najwazniejszych enzyméw
wptywajacych na losy lekow w organizmie naleza: CYP3A4, CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6,
CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 (rysunek 4) [18]. Oprocz procesu
biotransformacji, enzymy te biorg takze udziat w metabolizmie innych substratow,

m.in.: steroli, kwasow tluszczowych, witamin, czy tez eikozanoidow. Dostepne dane
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literaturowe wskazuja, ze w przypadku wystepowania zaburzen funkcji watroby,
farmakokinetyka lekéw jest zmieniona, na przyklad w konsekwencji zwigkszonej
biodostepnosci przyjmowanych doustnie lekéw. Modelowymi przyktadami lekow i substancji,
ktorych dzialanie jest zalezne od aktywnosci poszczegdlnych enzymow uktadu CYP450 sa:
kofeina, ktora jest substratem dla CYP1A2, mefentoina, ktora jest substratem dla CYP2C19,
czy debryzochina, bedaca substratem dla CYP2D6. Obnizona aktywno$¢ wigkszosci enzymow
CYP450 w patologiach watroby jest szczegolnie istotna w procesie doboru odpowiedniej terapii
farmakologicznej. Ostatnie doniesienia z przeprowadzonych badaf klinicznych sugeruja, ze
u wiekszosci (80%) pacjentow u ktorych wystepuja niepozadane dziatania lekow w przebiegu
wystepowania stluszczenia watroby — mozna by unikngé tych zdarzen odpowiednio
modyfikujac dawke leku [19]. W zwigzku z tymi doniesieniami, FDA (ang. Food and Drug
Administration, Agencja Zywnosci i Lekow) oraz EMA (ang. European Medicines Agency,
Europejska Agencja Lekow) niedawno wdrozyly rekomendacje dotyczace przeprowadzenia
badan farmakokinetycznych dla pacjentéw z zaburzeniami funkcji watroby przed rozpoczeciem

leczenia farmakologicznego [20, 21].

CYP3A4; 28%

METABOLIZM II
FAZY 41%

CYP2D6; 10%

CYP2C9; 7%
INNE ENZYMY

BIORACE UDZIAt W
METABOLIZMIE;
10%

Rysunek 4. Udzial poszczegdlnych elementéw uktadu detoksykacyjnego w procesach

metabolicznych lekéw. Za: [19].
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Aktywno$¢ enzymow uktadu CYP450 jest zalezna od wielu czynnikow, m.in. takich jak
stres, wspomniane wczesniej stany patologiczne watroby, wystepowanie stanu zapalnego
i infekcji. Ekspresja izoform CYP450 rozni si¢ takze w zaleznosci od wielu czynnikow
endogennych (wiek, pte¢, rasa) i podlega regulacji poprzez czynniki srodowiskowe (np. dieta,
palenie papierosow), a w przypadku wielu izoenzymow jest takze uwarunkowana genetycznie.
W trakcie procesu powstawania biatka, wptyw na jego ekspresje moze mie¢ wiele czynnikow,
w kolejno wystepujacych po sobie etapach (rysunek 5). Czynniki te moga modyfikowaé rézne
etapy, w przebiegu ktorych zmianie moze istotnie ulec: proces transkrypcji okreslonych genow,
tempo degradacji specyficznych mRNA, wydajnos¢ translacji, czy tez stabilno$¢ powstatego

bialka.

TRANSKRYPCJA GENU STABILIZACJA mRNA STABILIZACJA ENZYMU
N

DOJRZEWANIE mRNA TRANSLACIA

Rysunek 5. Etapy ekspresji genow CYP450. Za:[24].

Jak przedstawiono w tabeli 1, nalezy roéwniez zwroci¢ uwage na to,
ze wiele zwigzkow chemicznych jest jednocze$nie substratami/induktorami czy tez
inhibitorami enzyméw CYP, posiadajagcymi zdolno$¢ do wigzania si¢ z nimi, co
w konsekwencji nasila lub tez hamuje aktywnos¢ tego systemu, zwiekszajac przy tym
jednoczesnie mozliwos¢ wystepowania interakcji miedzy metabolitami substratéw CYP450

[22-32].

Rola czynnikow genetycznych w aktywnosci enzyméw CYP450, jest szczegdlnie
istotna (takze ze wzgledu na udziat w metabolizmie lekow) w przypadku takich enzymow jak:
CYP2D6, CYP2C19, CYP2C9 czy CYP3A4. Wystepuja one w populacji w kilku odmianach
polimorficznych — przez co, w =zaleznosci od genetycznie uwarunkowanej zdolnosci
metabolizowania lekow, bedacych substratami danego enzymu, mozna wyrdzni¢ rézne typy

pacjentow (w zaleznos$ci od szybkosci metabolizmu lekow) [24].

Dobrym przykladem genetycznego uwarunkowania procesow biodystrybucji jest

zmienno$¢ CYP2D6, ktory katalizuje, w rdéznym zakresie, metabolizm okoto 25-30%
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zarejestrowanych lekow, a wsrdd nich szeroka game lekow beta-adrenolitycznych
(jak metoprolol, propranolol), antyarytmicznych (flekainid, ajmalina, propafenon), lekoéw
przeciwdepresyjnych (amitryptylina, fluoksetyna), ondansentronu, tamoksifenu, czy kodeiny.
Gen kodujacy ten enzym wystepuje w co najmniej w 78 allelicznych formach zwigzanych
ze zmniejszong aktywnos$cig lub brakiem aktywnos$ci enzymatycznej. W populacjach
europejskich, w tym polskiej, gtdéwna przyczyna niedoboru aktywnosci CYP2D6 jest obecnosé
alleli *3 (SNP powodujacy zmian¢ ramki odczytu -ang. frameshift), *4 (SNP powodujacy
zaburzenie sktadania mMRNA - ang. splicing defect) i *5 (delecja genu). Wolni oraz ultraszybcy
metabolizerzy r6znig si¢ nawet 5-15 krotnie szybkoscig metabolizmu substratow CYP2D6 od
0s6b homozygotycznych z dwoma allelami typu dzikiego. Glowna przyczyng zmienionej
aktywnosci CYP2D6 sg zmiany pojedynczych nukleotydow DNA (SNP, ang. single nucleotide
polimorphisms), prowadzace do utraty aktywnosci kodowanego biatka [22-24].

Jednonukleotydowe polimorfizmy nie sg jednak jedynym typem rozpowszechnionych
zmian w genie CYP2D6. Zmienno$¢ w zakresie ilosci aktywnych kopii genu, okreslana jako
zmienna liczba kopii (ang. Copy Number Variation, zmienno$¢ wynikajaca z duplikacji, delecji
lub innych kombinacji, rysunek 6) jest rowniez bardzo istotna i moze mie¢ znaczenie w doborze
odpowiedniej terapii farmakologicznej czy tez odpowiedniego dopasowania dawki lekow.
Roéznice w liczbie kopii genu CYP2D6 wplywaja na koncowy fenotyp (aktywnos¢ enzymu).
Zmiany genetyczne powoduja wystegpowanie r6znic w ukladach enzymatycznych
metabolizujacych leki poprzez wptyw na ekspresje gendw, co skutkuje zmienng iloscig biatka

oraz r6zng aktywnoscia, jesli chodzi o jego funkcje [22-24].
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Rysunek 6. Zmienno$¢ genetyczna DNA. Za: [147].

W przypadku kodeiny, bedacej prolekiem aktywowanym przez CYP2D6, pacjenci
pozbawieni aktywnos$ci enzymu nie odnosza korzysci z przyjmowania tego leku (brak efektu
terapeutycznego), natomiast pacjenci z aktywnymi wieloma formami genu wykazuja
podwyzszong aktywnos$¢ enzymu - sg bardziej narazeni na toksyczne, zbyt wysokie st¢zenie
morfiny (metabolitu kodeiny powstajacego w reakcji katalizowanej przez CYP2D6). Dlatego
tez, w zaleznos$ci od posiadanej allelicznej formy genu, wyrdznia si¢: wolnych metabolizerow
(ang. poor metabolizers, ze wzgledu na brak funkcjonalnego allela z powodu mutacji
punktowych lub delecji obu alleli obserwowany jest zwolniony metabolizm lekéw), posrednich
metabolizerow  (ang. intermediate), szybkich  metabolizerow (ang. extensive,
charakteryzujacych si¢ wydajnym metabolizmem lekow) oraz ultraszybkich metabolizerow
(ang. ultrarapid, u ktorych wystepuje wiele kopii genu, co skutkuje znacznie podwyzszong

aktywnoscig i przyspieszonym metabolizmem lekow) [22-32].
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Tabela 1. Najwazniejsze enzymy biorace udziat w metabolizmie lekow. Za: [33-67]

1. ENZYMY BIORACE UDZIAL W METABOLIZMIE LEKOW

NAZWA FUNKCJA PRZYKLADOWE
SUBSTRATY
CYP1Al - klasyfikacja: -wielopierScieniowe
numer Uniprot: P04798 oksydoreduktazy weglowodory aromatyczne
masa czgsteczkowa:227.52 kDa - enzym, bedacy - difloksacyna
czescig uktadu -teofilina,
cytochromu -kwasy tluszczowe
P450,
- odpowiada za
metaboliczng
aktywacje
prokarcynogeno
w do ich
aktywnych
metabolitow
-ulega gldwnie
ekspres;ji
pozawatrobowej
Rysunek 7. Struktura krystaliczna
CYP1ALl. Za: [33, 35, 45]
CYP1A2: - klasyfikacja: -teofilina
numer Uniprot; P05177 oksydoreduktazy -kofeina
masa czgsteczkowa: 57.18 kDa ~enzym -klozapina
odpowiedzialny za ~olanzapina
metabolizm okoto . ’
-tyzanidyna

Rysunek 8. Struktura krystaliczna
CYP1AZ2. Za: [39, 40, 46, 47]

10% - 15% lekow
- istotne znaczenie
w bioaktywacji
mutagendéw, w tym
N-hydroksylacji
aryloamin.

-duloksetyna
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CYP3A4:
numer Uniprot: P08684
masa czasteczkowa: 56.84 kDa

Rysunek 9. Struktura krystaliczna
CYP3A4. Za: [35-38, 48, 49]

CYP2B6:

numer Uniprot: P20813

masa czgsteczkowa 336.11 kDa

Rysunek 10. Struktura krystaliczna

CYP2B6. Za:[33-38, 50-54]

- klasyfikacja:
oksydoreduktazy
- glowny enzym
metabolizujacy
leki, bioracy
udziat w 40-45%
wszystkich
reakcji | fazy.

- klasyfikacja:
oksydoreduktazy

-stanowi okoto
1% wszystkich
enzymow
obecnych
w uktadzie
enzymatycznym
W watrobie

- substraty endogenne, np.
hormony sterydowe
-bierze udzial w metabolizmie
ponad 1900 lekow, z ktorych
1033 sa takze substratami dla
tego enzymu. Wsrdéd nich na
przyktad nowoczesne leki
stosowane
w leczeniu HCV:
-simeprewir
-paritaprewir
-grazoprewir
woksilaprewir
-ombitaswir
-elbaswir
-welpataswir
-boceprewir
-asunoprewir
-dasabuwir
-deklataswir
Ale takze inne leki:
-makrolidy (np. erytromycyna),
-leki przeciwpadaczkowe )np.
fenobarbital)
-erytromycyna
- inhibitory fosfodiesterazy typu
5 (wardenafil),

-bupropion,
-cyklofosfamid,

-efawirenz,

W leczeniu wirusowego
zapalenia watroby typu C
stosowany jest takze:
welpataswir
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CYP2EL1L:
numer Uniprot: P05181

masa czasteczkowa: 111.59 kDa

Rysunek 11. Struktura krystaliczna
CYP2EL. Za: [39, 50]

CYP2CS8:
numer Uniprot: P10632

masa czgsteczkowa: 109.95 kDa

Rysunek 12. Struktura krystaliczna
CYP2C8. Za: [33, 52, 53, 55]

- klasyfikacja:
oksydoreduktazy

-stanowi okoto
7% uktadu
mikrosomalnego
watroby

- klasyfikacja:
oksydoreduktazy

-bierze udziat w
metabolizmie
okoto 5%
stosowanych
obecnie lekow

-paracetamol

-alkohol etylowy

- pioglitazon
-werapamil,
-chlorochina,
-paklitaksel,

-ibuprofen,
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CYP2D6:
numer Uniprot: P10635

masa czasteczkowa: 219.96 kDa

Rysunek 13. Struktura krystaliczna
CYP2D6. Za: [33, 40, 54, 56, 58]

CYP2Co:
numer Uniprot: P11712

masa czgsteczkowa: 110.19 kDa

Rysunek 14. Struktura krystaliczna
CYP2C9. Za: [41, 42, 55, 57, 60]

- klasyfikacja:
oksydoreduktazy

-odpowiada za
metabolizm
okoto 20%

lekow,

- klasyfikacja:
oksydoreduktazy

- enzym
stanowigcy okoto
18% wszystkich
biatek w uktadzie
mikrosomalnym
watroby,

-bierze udziat w
metabolizmie
okoto 25%
zarejestrowanych
lekow

-brak substratow endogennych

-Leki antydepresyjne,
antyarytmiczne, beta-blokery
1 opioidowe leki przeciwbolowe
s3 typowymi substratami dla
tego enzymu.

-warfaryna,
-tolbutamid,
-fenytoina,
-losartan,

-diklofenak
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CYP2C19: - klasyfikacja: -citalopram,

oksydoreduktazy
numer Uniprot: P33261 -klomipramina,
-enzym
masa czgsteczkowa: 222.19 kDa stanowigcy okoto -klopidogrel,
16% wszystkich _
biatek w uktadzie -diazepam,
mikrosomalnym
watroby -omeprazol,
-S-mefenytoina,
Rysunek 15. Struktura krystaliczna
CYP2C9. Za: [28, 37, 61]
1. UDP-
GLUKURONYLOTRANSFERA
ZY
-enzymy nalezace - zwigzki hydrofobowe,
UGTIAL do Il fazy zazwyczaj o strukturze
— metabolizmu pier§cieniowej, zawierajace
numer Uniprot: P22309 nukleofilowe atomy tlenu, azotu
_ -katalizuja lub siarki. Glukuronidacji
masa czgsteczkowa : 59,591 Da przytaczenie ulegaja przede wszystkim
‘ kwasu ugrupowania hydroksylowe,
; glukuronowego karboksylowe aminowe
do lipofilowego (pierwszo-, drugo-
substratu i trzeciorzedowe), tiolowe,
zawierajacego a takze kwasne atomy wegla.
nukleofilowa

grupe funkcyjng.  -substraty endogenne: bilirubina,
Nadrodzina UGT kwasy zotciowe, thuszczowe,

sktada sie z hormony steroidowe, hormony
izoenzymow o tarczycy
roéznej swoistosci i witaminy rozpuszczalne
substratowej oraz w thuszczach,
Rysunek 16. Struktura krystaliczna odmiennym
UGTI1AL. Za:[62] profilu ekspres;ji -Substraty egzogenne UGT
w to substancje wprowadzane
poszczegolnych do organizmu z pozywieniem,
tkankach. zanieczyszczenia powietrza,

kancerogeny oraz liczne grupy

lekow: przeciwbolowe,



UGT1A3
numer Uniprot: P35503

masa czgsteczkowa: 60,338 Da

Rysunek 17. Struktura krystaliczna
UGT1A3. Za:[63]

UGT2B7
numer Uniprot: P16662

masa czasteczkowa: 60,721 Da

Rysunek 18. Struktura krystaliczna
UGT2B7. Za:[64]

przeciwwirusowe,
przeciwnowotworowe,
przeciwpadaczkowe,
niesteroidowe
leki
przeciwzapalne,
benzodiazepiny
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UGT2B15
numer Uniprot: P54855

masa czgsteczkowa: 61,036 Da

Rysunek 19. Struktura krystaliczna
UGT2B15. Za:[65]

UGT2B17
numer Uniprot: 075795

masa czasteczkowa: 61,095 Da

Rysunek 20. Struktura krystaliczna
UGT2B17. Za:[66, 67]

Dodatkowo nalezy wspomnie¢, ze wptyw na ekspresje genow cytochromu P450 maja
takze inne przyczyny, jak chociazby aktywacja czynnikow transkrypcyjnych, regulujacych
aktywno$¢ enzymow. Aktywno$§¢ metaboliczna biatek watrobowych, zwigzanych

z metabolizmem lekow jest regulowana gtownie przy udziale grupy tzw. receptorow jadrowych
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(ang. nuclear receptors), t.j. biatek obecnych w cytoplazmie, ktore pod wptywem dziatania
ksenobiotyku (liganda) ulegaja aktywacji, sg transportowane do jadra komorki 1 pobudzaja lub
tez hamuja ekspresje zaleznych od nich gendéw. Zwigzanie odpowiedniego liganda
do ksenosensora (receptora regulujacego uktady detoksykacyjne) powoduje powstanie
aktywnej postaci czynnika transkrypcyjnego i inicjacje ekspresji genu. Wérdd najwazniejszych
ksenosensoréw nalezy wymieni¢ PXR (ang. pregnane X receptor), RXR (ang. retinoid
X receptor), CAR (ang. constitutive androstane receptor), SXR (ang. steroid xenobiotic
receptor), AHR (ang. aryl hydrocarbon receptor), czy tez HNF (ang. hepatocyte nuclear
factor). Przyktadowo, ekspresja genu kodujacego CYP3A4 jest indukowana przez wiele
réznych ligandow (rysunek 21). Te ligandy wigza si¢ z receptorem pregnanu X (PXR).
Aktywowany kompleks PXR tworzy heterodimer z receptorem retinoidowym X (RXR), ktory
wigze si¢ z sekwencjg okreslang jako XREM genu CYP3A4. XREM jest regionem
regulatorowym genu CYP3A4, a jego zwigzanie z PXR powoduje wspotdziatanie z regionami
promotora genu, co skutkuje zwigkszong transkrypcja i ekspresja CYP3A4. Aktywacja
heterodimeru PXR/RXR inicjuje wigc transkrypcje genu CYP3A4 [68-70]. Czg$¢ interakcji
lekowych wynika wiasnie z aktywacji receptoréw jadrowych przez niektore farmaceutyki i
substancje zawarte w diecie, co w konsekwencji przyspiesza metabolizm innych lekéw i
zmniejsza ich skutecznos¢ farmakologiczng. Przyktadem moze by¢ silna indukcja CYP3A4 pod
wplywem starszych lekow przeciwpadaczkowych (np. fenobarbitalu
czy karbamazepiny), prowadzaca do obnizenia stezen rownolegle przyjmowanych substratow

enzymu (np. cyklosporyna, niektore statyny).
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metabolizm i eliminacja ksenobiotvkow

KSENOBIOTYKI
np. karbamazepma *mmmemmmeee—e—————
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wzrost ekspresji genow wzrost dloéci aktywnych form bialek

kodujacvch «»

Rysunek 21. Wptyw liganda (karbamazepiny) na ekspresje gendéw kodujacych enzymy
metabolizujace leki (CYP3A4) z udzialem PXR, RXR, CAR. Przyktad autoindukcji
— karbamazepina jest silnym induktorem i tez substratem CYP3A4, przez co sama “przyspiesza

swoj metabolizm”, co wymaga zwigkszenia dawki w trakcie terapii. Opracowanie wlasne. Za:

[68].

Wsrod czynnikow wptywajacych na biodystrybucje lekow mozna rowniez wymienié
biatka transportujace leki, ktore dopetniaja procesy farmakokinetyczne lekow w organizmie.
Transportery lekow sa duza grupa bialek, bioraca udzial w absorpcji, dystrybucji
1 eliminacji z tkanek ro6znych substancji endogennych (np. steroidy, kwasy zolciowe,
prostaglandyny) i egzogennych (ksenobiotyki, inne leki i zwigzki chemiczne). Biatka te mozna
podzieli¢ na dwie glowne rodziny: transportery ABC (ang. ATP-binding casssette)
i SLC (ang. solute carrier). Biatka z nadrodziny ABC, petnig rol¢ “molekularnych pomp”,
wyrzucajacych substraty z komorki z udzialem energii z hydrolizy ATP (ang. efflux
transporters). Do najwazniejszych transporterow ABC zaangazowanych w transport lekow
mozna zaliczy¢ biatka podrodziny MRP (ABCC), glikoproteing P (P-gp, MDR1, ABCB1), oraz
BCRP (ABCG2). Z kolei niezwykle istotnym, z punktu widzenia transportu substancji
endogennych, takich jak kwasy zotciowe i sole zotciowe, jest miedzy innymi biatko BSEP
(ABCBI11). Lokalizacja transporterow ABC w hepatocytach zalezy od tego, czy ,,wyrzucajg”
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one substraty do krwi, czy tez do zotci. W btonie podstawno-bocznej komorek watroby znajduja
si¢ biatka zwigzane z opornoscig wielolekowa: MRP3 (ABCC3), MRP4 (ABCC4) i MRP6
(ABCC®6). Transportery zlokalizowane na powierzchni kanalikowej hepatocytow to migdzy
innymi: P-gp (MDR1, ABCB1), BSEP (ang. bile salt export pump, ABCB11), BCRP
(ang. breast cancer resistance protein, ABCG2) i MRP2 (ang. multidrug resistance-associated
protein 2, ABCC2) [71-73].

Sposrad transporterow SLC, istotng role w transporcie dokomorkowym ksenobiotykow
petlig biatka z rodziny OATP, OAT i1 OCT [3,4]. Transportery znajdujace si¢ w btonie
podstawno-bocznej hepatocytow obejmujg trzech przedstawicieli tej samej rodziny: OATP
[OATP1B1 (SLCO1B), OATP1B3 (SLCO1B3), i OATP2B1 (SLCO2B1)], transporter
organicznych aniondéw 2 (OAT2; SLC22A7) i transporter kationow organicznych 1 (OCT]1,
SLC22A1) [71-73].

1.2. WIRUSOWE CHOROBY WATROBY

Wydolno$¢ watroby, w tym jej zdolnos$¢ do prawidtowego metabolizowania lekow,
ulega zmianom w stanach patologicznych. Stan, w ktéorym prawidlowe funkcjonowanie
watroby jest zaburzone, moze rowniez by¢ wywotany zakazeniem rdéznego rodzaju
drobnoustrojami chorobotworczymi. Choroby watroby o podtozu infekcyjnym moga by¢
wywotane przez wirusy, takie jak: pierwotnie hepatotropowe wirusy zapalenia watroby typu:
A, B, C, D i E oraz wtornie hepatotropowe wirusy: EBV, CMV, HSV-1, HSV-2, ECHO,

rozyczki, ospy wietrznej, odry, adenowirusy, czy tez wirus zoltej goraczki [8].

Choroby wirusowe watroby sa trudne do rozpoznania na podstawie obrazu klinicznego,
a jednym z najniebezpieczniejszych wirusowych czynnikow chorobotwoérczych jest wirus
zapalenia watroby typu C — HCV (ang. Hepatitis C wirus), ktory powoduje przewlekly stan
zapalny watroby o r6znym nasileniu. W przebiegu przewleklego zakazenia HCV, u ponad 50%
chorych moze wystapi¢ marsko$¢ watroby 1 nowotwory, przede wszystkim rak
watrobokomorkowy [74]. Waznym faktem jest rowniez to, ze zakazenie wirusem HCV przez
wiele lat moze przebiega¢ w sposdb bezobjawowy lub skapoobjawowy, co sprawia, ze duza
cze$¢ zakazonych nie wie o tym fakcie i pozostaje niezdiagnozowana. W populacji Polski

przeciwciala anty-HCV sa stwierdzane u okoto 2% ludnosci, z ktorych tylko czgs¢ wykazuje
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obecnos¢ HCV RNA, bedacego wskaznikiem aktywnego zakazenia. Wedtug WHO, globalnie,
zainfekowanych wirusem HCV jest okoto 170 000 000 ludzi, a wirusowe zapalenie watroby

typy C jest przyczyna okoto 300 000 zgondw rocznie [74,75].

Wirus HCV z rodziny Flavavirydae nalezy do otoczkowych RNA wirusow. Wyrdznia
si¢ iksohedralng budowa kapsydu, w ktorego sktad wchodzi materiat genetyczny w postaci
ssRNA o dhugosci 9,6 kb o dodatniej polarnosci oraz biatko C. Wszystkie te struktury otoczone
sg lipidowa otoczka (rysunek 22) [76].

GUKOPROTHNAEZ\\\K\\\\\\

GLIKOPROTEINA E1

KAPSYD TN :
MATERIAL

GENETYCZNY W
OTOCZKA
POSTACI RNA

Rysunek 22. Budowa wirionu HCV. Za: [97], zmodyfikowano.

Wirusowe zapalenie watroby typu C moze mie¢ rézny przebieg (rysunek 23). Wirus
HCV w okolo 15-20% przypadkéw zakazen wywoluje ostre zapalenie watroby. W jego
przebiegu, po przebyciu ostrej fazy choroby, u okoto 50-80% przypadkéw przybiera ona postaé
przewlekta. Dodatkowo moga wystapi¢ niekorzystne skutki w postaci zmian poza watroba,
takie jak: insulinooporno$¢, cukrzyca typu 2 oraz uszkodzenie nerek. Ciekawym faktem jest,
ze okoto 15-40% pacjentow zakazonych wirusem HCV spontanicznie wraca do zdrowia [76-

82].
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Rysunek 23. Przebieg naturalny HCV. Opracowanie wiasne. Za: [83].

Gléwnym czynnikiem wywolujacym zakazenie HCV jest ekspozycja na zakazong krew,

szczegoOlnie podczas trwania zabiegéw medycznych i procedur medycznych, takich jak

iniekcje, leczeni

bezpieczenstwa

e stomatologiczne, ale takze zabiegdw kosmetycznych, podczas ktorych zasady

nie s3 odpowiednio przestrzegane (rysunek 24). Innym Zrdédtem zakazenia jest

takze przyjmowanie narkotykow droga dozylng, wirus ulega takze transmisji drogg ptciowa

[84, 85].
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F— EKSPOZYCIA
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84%

Rysunek 24. Zrodta zakazen HCV w Polsce w 2010 r. Za: [86].
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Na przestrzeni lat wyrdézniono 6 glownych typow wirusa, cho¢ ze wzgledu
na heterogenny charakter sekwencji zawartych w wirusowym genomie - HCV klasyfikuje si¢
az na 11 rodzajow genotypdow, ktore moga rézni¢ si¢ miedzy soba uktadem nukleotydow nawet
0 50% [76, 88]. Kazdy z genotypéw powoduje inny przebieg choroby, jesli chodzi o rozwdj,
nasilenie objawéw 1 skutki zakazenia. Rozmieszczenie geograficzne genotypow jest
zréznicowane. Globalnie, najbardziej rozpowszechnionym jest genotyp 1 (46%), a nastgpnie
3,2 14. Rodzaj genotypu rowniez ma wplyw na leczenie antywirusowe — na przyktad genotypy

1 14 sg bardziej wrazliwe na leczenie interferonem, niz genotypy 2 1 3 [8,76, 88].

W Polsce zapadalno$¢ na HCV w 2015 roku wynosita 11,3/100 000, a dominujacym
genotypem wirusa byt: typ 1b (79,4%), typ 3 (13,8%), typ 4 (4,9%) i typ 2 (0,1%), typ 6 (0,1%)
oraz inne (1,6%) [8,94]. Natomiast wedlug innych zrodet - genotyp: 1b (82%), 3 (11,3%),
4 (3,5%), oraz sporadycznie: 2,5 6 [88, 89].

W latach 2017 1 2018 rozpoznano w Polsce (dotyczy lacznie zakazen ostrych
1 przewlektych) 4010 i1 3443 przypadki, co daje zapadalno$¢ na poziomie odpowiednio:
10,44/100 000 (2017) i 8,96/100 000 (2018). W literaturze podaje sie, ze ogétem w Polsce
przeciwciala anty-HCV wystepuja u okoto 570 000 os6b, a wérdd nich jest okoto 150 000 oséb
zakazonych z wykrywalnym w osoczu RNA HCV (aktywna infekcja). Co wazne, z danych
gromadzonych od 1997 roku przez Panstwowga Inspekcje Sanitarng oraz WHO wynika, ze tylko
u okoto 30% os6b zakazenie jest prawidtowo zdiagnozowane, a leczenie w Polsce otrzymuje
do 8 000 pacjentoéw w danym roku. Dane te wskazuja, ze wickszo$¢ zarazonych 0sob nie wie o
tym, ze jest nosicielem HCV [83]. Ze wzgledu na fakt, ze regulacje dotyczace monitorowania
epidemiologicznego HCV zmieniaty si¢ wielokrotnie od 1997 roku, a najdluzszym okresem,
w ktorym dane dotyczace zachorowan byly zbierane w Polsce, w sposob jednorodny, wedlug
tych samych wytycznych, byly lata 2005-2012 (rysunek 25), nie mozna w sposob ciaggly ocenic
jednoznacznie, jak wygladata sytuacja epidemiologiczna w tym zakresie na przestrzeni
dhuzszego okresu. Jednakze na podstawie dostgpnych danych mozna zauwazy¢, ze skala
wystepowania przypadkéw zachorowania na HCV utrzymuje si¢ wcigz na wysokim poziomie
(blisko 2000 przypadkow wykrytych zachorowan rocznie). Porownujac to z innymi chorobami
zakaznymi, takimi jak infekcje HIV, mozemy zauwazy¢, ze na przestrzeni lat 2005-2012,
co roku przybywa wielokrotnie wigcej nowych pacjentow zakazonych HCV niz HIV,

a to przeciez HIV jest w §wiadomos$ci spolecznej postrzegany jako wigksze zagrozenie [89].
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Rysunek 25. Przypadki zachorowan na HCV i HIV w Polsce w latach 2005-2012.
Opracowanie wlasne. Za: [87]. Zmodyfikowano.

W celu projektowania nowych lekow antywirusowych istotnym jest poznanie budowy
HCV, wiasciwosci jego RNA oraz glownych biatek wirusa. Wirusowy polipeptyd, kodowany
przez RNA, sktada si¢ z przynajmniej 10 bialek. W budowie genomu wirusa HCV mozna
wyrdznic trzy zasadnicze regiony (rysunek 26) , ktore stanowig baz¢ do sktadania wirusa, sg to

[76, 91, 92, 93]:

a) REGION 5°UTR, ktory zawiera regiony niekodujace, ale za to o najbardziej
konserwatywnym charakterze, jest z tego wzgledu wykorzystywany do diagnostyki
wirusologicznej. Jako, ze jest to tzw. region niepodlegajacy translacji (ang. untranslated
region) petni on swoiste funkcje regulatorowe. W tym rejonie znajduje si¢ niezalezne
od kapo (czyli struktury czapeczki, odgrywajacej kluczowa rolg w procesie inicjacji
translacji) miejsce wigzania z rybosomem IRES (ang. internal ribosomal entry side),
ktére w alternatywny sposodb rozpoczyna proces translacji wirusa w komorkach.
Niezalezny od czapeczki tryb inicjacji translacji dotyczy bialek, ktore odgrywaja bardzo
wazng role podczas cyklu komdrkowego, apoptozy, odpowiedzi na bodzce stresowe

1 rozwoju raka oraz bialek wirusowych. Region 5’UTR sktada si¢ z 341 nukleotydéw.
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b) OTWARTA RAMKA ODCZYTU: skfada si¢ z ponad 9000 nukleotydow, sg to
sekwencje kodujace polipeptyd o dtugosci ponad 3000 aminokwasow, ktory ulega
procesom translacyjnym i potranslacyjnym, katalizowanym przez wirusowe oraz
Znajdujace si¢ w komorce gospodarza peptydazy, w wyniku czego powstaje co najmnie;j
10 roznych biatek (rysunek 27), ktorych kolejnos¢ w polipeptydzie jest nastepujaca:
NH2-C-E1-E2-p7-NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B-COOH [82, 100-102].
Otwarta ramka odczytu zawiera regiony, ktore ulegaja najczgstszym mutacjom,

szczegoblnie sekwencje kodujace biatko E1 1 E2.

c) REGION 3°UTR: to region o nieduzym rozmiarze, w ktorym wyrdznia si¢ region X,

ktory jest istotny dla rozpoczecia kopiowania wirusowego materiatu genetycznego [76].

NAJBARDZIEJ

KONSERWATYWNY NAJBARDZIEJ
REGION ZMIENNY
REGION
< ~
" g
1 | I I
1 1 { |
REGION 5'UTR OTWARTA RAMKA ODCZYTU REGION 3'UTR

@ PROCES TRANSLACJI ZALEZNY OD IRES

. IRES C E1 | E2 [o7] Ns2 NS3 NS4 NS5 \_/\f3.
N oo N a | NS

Rysunek 26. Budowa genomu i wirusa HCV. Na podstawie: [76], zmodyfikowane.

Peptydazy zawarte w hepatocytach sa niezbedne w procesie obrobki potranslacyjnej
biatka wirusowego. Umozliwiaja one hydroliz¢ polipeptydu (rysunek 27) pomiedzy
fragmentami: C-E1, E1-E2, E2-p7 oraz p7-NS2, a takze petnig funkcje pomocnicze w procesie
dojrzewania biatka w obrebie retikulum endoplazmatycznego. Do peptydaz komodrkowych,
bioragcych  udziat w  tych  procesach  zalicza sie:  peptydaze  sygnatlowsg
oraz peptydaze odcinajaca sekwencje sygnalowa. Natomiast peptydazy pochodzenia
wirusowego umozliwiaja powstawanie cigcia pomiedzy fragmentami: NS2 1 NS3,
w tym procesie udzial bierze metaloproteinaza NS2 zalezna od jonéw Zn* oraz NS3/A4
- proteaza serynowa, umozliwiajagca powstawanie cig¢ pomigdzy fragmentami: NS3-NS4A,
NS4A-NS4B, NS4B-NS5A, NS5A-NSSB. Co ciekawe, po dokonaniu obrdobki potranslacyjnej,
biatka te pozostaja w obrebie blony wewnatrzkomorkowej [76, 94-96].
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Rysunek. 27. Proces cigcia poliproteiny wirusa HCV z rozroznieniem udzialu czynnikow

komorkowych (gospodarza) i wirusowych (HCV). Na podstawie: [76], zmodyfikowane.

Ze wzgledu na petione funkcje, biatka wirusowe mozna podzieli¢ na strukturalne
1 niestrukturalne. Do biatek strukturalnych zalicza si¢ biatka: C, El1, E2, p7, natomiast

do niestrukturalnych (enzymatycznych): NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B.

Wsraod bialek strukturalnych, jednym z kluczowych jest biatko C, ktore bierze, miedzy
innymi, udzial w tworzeniu nowych wiriondw potomnych poprzez wigzanie materiatu
genetycznego wirusa. Badania wykazaly takze, ze ma zdolno$¢ do hamowania apoptozy
1 wspierania replikacji innych wirusow, np. HBV. W przypadku bialek otoczkowych, wyrdznia
si¢ glikoproteiny E1 1 E2 o réznych sekwencjach, w zalezno$ci od genotypu wirusa HCV.
W komoérce gospodarza wystepuja w postaci hydrofobowych kompleksow potaczonych
z domenami siateczki $rodplazmatycznej, a ich gldéwng rolg jest udziat we wnikaniu wirusa
do komorki (rysunek 27). Bialka niestrukturalne pelnig swoja role w procesach replikacji HCV

w komorkach gospodarza [76].

Oprocz poznania struktury wirionu HCV, waznym elementem jest wiedza

z zakresu jego funkcjonowania, w tym dotyczaca przebiegu cyklu replikacyjnego wirusa,
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poniewaz daje to mozliwo$¢ uzyskania szeregu informacji, ktére moga by¢ uzyteczne
w procesie ulepszania istniejacych i tworzenia nowych lekéw antywirusowych (rysunek 28).
Cykl replikacji wirusa HCV sklada si¢ z kilku etapow, ktére potencjalnie moga by¢ celem

dziatania lekow przeciwwirusowych.
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Rysunek 28. Cykl replikacyjny wirusa HCV. Na podstawie: [90, 91, 97]. Zmodyfikowano.

Cykl replikacyjny wirusa HCV [76, 94-102] rozpoczyna si¢ od przylaczenia wirionu
do swoistych receptoréw, znajdujacych si¢ na powierzchni hepatocytow (rysunek 28),
co stanowi ETAP I, ktory zalezny jest od poziomu regulacji endocytozy i fuzji zaleznej od pH.
Najpierw czasteczka wirusa przylacza si¢ do odpowiedniego receptora na btonie hepatocyta.
Wsrod receptoréw, umozliwiajacych wejscie czasteczki wirusa, wyrdznia si¢: receptor
tetraspaniny CD81, receptor SR-B1 (receptor rozpoznajacy zmodyfikowane przez procesy
utleniania lub acetylacji lipoproteiny o matej gestosci B1), receptor LDL (lipoprotein o matej

gestosci), receptor dla matych czasteczek adhezyjnych DC-SIGN oraz L-SIGN (rysunek 29).

Po przylaczeniu czasteczki wirionu rozpoczyna si¢ II ETAP, w trakcie ktérego
kompleks wirionu z receptorem daje sygnal komorce hepatocytarnej, ze jest gotowy
do wniknigcia. Wirus zostaje internalizowany, a jego nukleokapsyd zostaje uwolniony

do wnetrza komorki.

W III ETAPIE rozpoczyna si¢ uwalnianie materiatu genetycznego wirusa.
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Uwolniony material genetyczny zostaje w IV ETAPIE poddawany procesom
transkrypcji 1 translacji. Procesy te zachodza w membranie, zwanej kompleksem

replikacyjnym, gdzie dochodzi do namnazania i dojrzewania struktur poliproteiny wirusa HCV.

V ETAPEM, jest zamknigcie genomu wirusa w kapsyd. Dzieje si¢ to w obrgbie
retikulum endoplazmatycznego, gdzie nowo utworzone nukleokapsydy sa na tym etapie

pokrywane otoczka lipidowg 1 dojrzewaja w aparacie Golgiego.

Koncowym, VI ETAPEM jest uwalnianie nowo utworzonych wirionow do przestrzeni
zewnatrzkomorkowej na zasadzie egzocytozy, dzigki czemu moga si¢ one przylaczy¢ do

kolejnej komorki (hepatocyta) i powtorzy¢ caty cykl.

DOCELOWE RECEPTORY DLA CZASTECZEK
HCV

BELONA KOMORKOWA
HEPATOCYTU

SR-BI HSPC EphA2
CD81 " DR ECFR =P

y s

CLDN1

¥ 1 \ ) ' .
0 AL LI =

L
J g 1 |

Rysunek 29. Receptory hepatocytarne, biorgce udzial we wnikaniu czastek wirusa HCV do
komorki watroby. Na podstawie: [90]. Zmodyfikowano.

1.3. FARMAKOTERAPIAWZW TYPU C

Poznawanie biologii (procesu replikacyjnego) wirusa HCV oraz ciagle poszerzanie
wiedzy z zakresu funkcjonowania metabolizmu watrobowego lekow skutkuje nowymi
doniesieniami z zakresu nowoczesnych form farmakoterapii zakazen HCV. Jak podaje EASL
(ang. European Association for the Study of the Liver, Europejskie Stowarzyszenie Badan nad
Watroba), podstawowym celem leczenia farmakologicznego HCV jest wyleczenie infekcji,
poprzez otrzymanie trwalej odpowiedzi wirusologicznej SVR (ang. sustained virologic
response, trwata odpowiedz wirusologiczna) na takim poziomie, aby czasteczki HCV RNA
nie byly juz wykrywalne w organizmie po zakonczeniu terapii [102].
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Aktualnie, ze wzgledu na wystepowanie duzej ilosci groznych dziatan niepozadanych,
oraz niedostateczng skuteczno$¢ leczenia - zaleca si¢ odejscie si¢ od tak zwanej “klasyczne;j
terapiit. WZW C”, czyli zastosowania w farmakoterapii pegylowanego interferonu alfa
(PegINFa) oraz rybawiryny (RBV). Zostaly one zastgpione nowymi lekami o duzej
skutecznosci, jednak w wielu krajach terapia klasyczna nadal jest stosowana ze wzgledow

ekonomicznych [103].

Interferony sg naturalnymi komoérkowymi biatkami, ktore wykazujg rdznorodne
funkcje, jak na przyktad: posrednie dziatanie antywirusowe, zahamowanie wzrostu komorek,
czy tez kontrola apoptozy 1 regulacja odpowiedzi immunologicznej. Dzigki swoim
wlasciwosciom, interferon byt przez wiele lat stosowany jako jeden z nielicznych lekoéw, dajacy
chorym na WZW C nadziej¢ na zmniejszenie wiremii 1 zahamowanie stanu zapalnego
w watrobie. Aby wzmocni¢ jego dziatanie, farmakoterapia z jego udziatem byla poszerzana
o rybawiryng, analog nukleozydowy, ktorej mechanizm dzialania nie jest jednoznacznie
ustalony, natomiast wedlug dominujacej hipotezy peini ona funkcje modulatora dla uktadu
immunologicznego, a takze, jako analog nukleozydu, moze powodowaé przyspieszenie
wystepowania mutacji w regionie NS5B wirusa. Doniesienia naukowe dowodza, ze dwulekowa
terapia PegINF i RBV przynosi korzysci terapeutyczne jedynie
u czesci pacjentow. Jest to zwigzane ze zroznicowang wrazliwoscig poszczegolnych genotypow
wirusa na dziatanie tych lekoéw, obcigZeniem wirusologicznym, czasem trwania terapii,
jak rowniez stopniem uszkodzenia watroby w momencie rozpoczgcia leczenia. Dla genotypu
1. po 48 tygodniach leczenia, mozna uzyska¢ SVR u 50% chorych, natomiast u pacjentow
z genotypem 2 1 3 nawet 89% SVR. Dane te dotyczg jednak pacjentéw z niewielkim udziatem
marskosci oraz stabilng czynno$cig watroby. Skuteczno$¢ leczenia, w przypadkach bardziej
zaawansowanych jest jednak zdecydowanie mniejsza. Liczne 1 powazne dziatania niepozadane
rybawiryny 1 interferonu, a takze duza liczba przeciwwskazan (na przyktad stan
po przeszczepieniu watroby lub marsko$¢ watroby) bardzo mocno zawezajg grupe pacjentow,
ktéra moze zosta¢ objeta farmakoterapia z wykorzystaniem tych lekéw. Dodatkowo waznym
czynnikiem majagcym wplyw na dwulekowe leczenie INF/RBV jest polimorfizm genu
kodujacego interleukine IL-28, ktora pod wpltywem podazy farmakologicznej interferonu,
stymuluje produkcje wytwarzanego endogennie interferonu lambda, ktéry z kolei odgrywa
duza rol¢ w stymulacji odpowiedzi immunologicznej. Niekorzystny uktad alleli genu
kodujacego 1L-28, wigze si¢ z nasileniem aktywnego stanu zapalnego w migzszu watrobowym,

stabsza odpowiedzig na INF/RBV, a co za tym idzie zmniejszeniem szans na osiagni¢cie SVR.
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Z tych wzgledow (dzigki lepszemu poznaniu biologii wirusa i jego cyklu replikacyjnego),
prawdziwym przetomem w farmakoterapii HCV bylo opracowanie w poprzedniej dekadzie
nowych lekéw antywirusowych, obecnie stosowanych w leczeniu WZW C. Nowe leki, oparte
na terapii celowanej, dzialajg przez bezposrednig blokade¢ funkcji aparatu replikacyjnego
wirusa, w konsekwencji czego hamowane jest namnazanie wirusa. Pozwolito to na
przetomowy postep w farmakoterapii przewlektych zapalen watroby wywotanych przez HCV,
powodujac zahamowanie procesOw niszczenia tkanki watrobowej oraz umozliwito catkowitg
eradykacje wirusa u ogromnej wigkszosci pacjentow poddanych leczeniu. Porownanie
wybranych DAA (ang. direct antiviral agents, bezposrednio dziatajgce leki przeciwwirusowe)
oraz lekow starszej generacji przedstawia tabela 2 [103]. Jak mozna zauwazy¢, oceniajac dane

dostepne w tabeli, klasyczne leczenie obarczone jest ryzykiem wystepowania bardzo

powaznych dziatan niepozadanych, szczegolnie w przypadku rybawiryny.

Tabela 2. Najczesciej wykorzystywane klasy lekow w leczeniu HCV, ich dawki oraz

najczgstsze dziatania niepozadane. Na podstawie: [103], zmodyfikowano.

KLASY LEKOW

DAWKA DOBOWA

NAJCZESTSZE DZIALANIA
NIEPOZADANE

INHIBITORY NS3
(proteazy)
e  Asunaprewir
e Boceprewir
e Parytaprewir
e Symeprewir
e Telaprewir
[

100 mg/d. w 2 dawkach
2400 mg/d. w 3 dawkach
150 mg/d. w 1 dawce
150 mg/d. w 1 dawce
2250 mg/d. w 2 dawkach

Zmeczenie, Swigd, bol glowy, wysypka,
nudnosci, niedokrwisto$¢, bezsennos$¢,
biegunka, astenia

INHIBITORY NS5B
(polimerazy)
e Dezabuwir
e Sofosbuwir

500 mg/d. w 2 dawkach
400 mg/d. w 1 dawce

Zmeczenie, bol gtowy, nudnosci,
bezsenno$¢, astenia

INHIBITORY NS5A
e Daklataswir
e Ledipaswir
e Ombitaswir

60 mg/d. w 1 dawce
90 mg/d. w 1 dawce
25 mg/d. w 1 dawce

Zmeczenie, bol glowy, nudnosci,
bezsennosé,
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INTERFERONY Depresja, bezsennos$¢, biegunka,

PEGYLOWANE ALFA niedokrwisto$¢, neutropenia, zakazenia
o PegINFo2a wirusowe, tachykardia, dusznos¢, bole
® PegINFa2b 180 pg/tydzien stawow, zapalenie skory,

1.5 pg/tydzien matoptytkowos¢, niedoczynno$é
tarczycy, zmniejszenie popedu
ptciowego
Rybawiryna 1000 lub 1200 mg przy Niedokrwisto$¢, neutropenia, zakazenia
masie ciata 75 kg wirusowe, niedoczynno$¢ tarczycy,

anoreksja, depresja, bezsenno$¢, mysli
samobojcze, bole glowy, tachykardia,
dusznos¢, biegunka, wymioty

Pomimo faktu zidentyfikowania czastek HCV ponad 30 lat temu, do dzisiaj nie udalo
si¢ stworzy¢ szczepionki, ktora bylaby w stanie skutecznie wspiera¢ ludzki uktad
immunologiczny w walce z HCV [96]. Gldwna przyczyng tego faktu jest wysoka zmienno$¢
genetyczna wirusa, czyli tak zwany polimorfizm wirusowy HCV, co jest przyczyna wysokiej
plastycznos$ci w populacji wirusowej, przez co tworzenie szczepionek i lekow wplywajacych
na odpowiedz immunologiczng, skierowang przeciwko wirusowi, okazuje si¢ by¢ niezwykle
trudnym zadaniem [97]. Jednakze obecnie, dzigki poszerzeniu wiedzy na temat poszczegdlnych
komponentow, biorgcych udziat w zakazeniu wirusem HCV, tworzone s3 nowe leki
antywirusowe, o coraz wigkszej skutecznosci. Nowe leki, stosowane w politerapii w leczeniu
HCV, cechujg si¢ zdecydowanie wyzszg odpowiedzig organizmu na zastosowane leczenie
antywirusowe (SVR — brak obecno$ci HCV RNA w surowicy krwi — stwierdza si¢ nawet
u wiecej niz 90% pacjentéw poddanych terapii) [103]. Mechanizmy dzialania nowych lekow

i ich charakterystyke przedstawia tabela 3.

Dzigki trwajacym 1 zakonczonym badaniom dotyczacym poszczegdlnych komponentow,
bioracych udzial w zakazeniu HCV, stosowane sg juz oraz tworzone nowe skuteczne leki,
ktérych mechanizm jest oparty o swoiste, docelowe dzialanie, co przyczynia
sic¢ do  zmniejszenia wystepowania komplikacji w trakcie leczenia oraz zwigksza
bezpieczenstwo  leczenia.  Swoisty mechanizm  nowych lekéw  oparty  jest
na rozpoznaniu docelowego dziatania biologicznego, tak zwanego punktu uchwytu dzialania
leku. Tymi miejscami docelowymi staja si¢ poszczegolne komponenty wirusowe i komdrkowe
(rysunek 30 — rysunek 34). Niektore z nich charakteryzujg si¢ istotng, niezbedng rolg w procesie
replikacji wirusa, a ich zablokowanie przez leki skutkuje przerwaniem cyklu replikacyjnego.
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Wsérod nich  wyréznia sie¢  odpowiednie cechy hepatocytow 1 wirusa HCV

na réznych etapach cyklu replikacyjnego [97, 103-121]:

a) Przylaczenia, wejScia i fuzji wirusa HCV, gdzie istotng rol¢ (poza biatkami
wirusowymi E1 i E2, ktére odpowiadaja za wniknigcie wirusa i czesto ulegaja
mutacjom) petnig tutaj czynniki komodrkowe - wystepujace w postaci stosunkowo duzej
liczby receptorow tworzacych kompleksy z biatkami otoczkowymi wirusa HCV,
a nawet pozakomoérkowe (ktore biorg udzial w transporcie czasteczek HCV
do hepatocytow).

b) Replikacji: gdzie wiodaca role odgrywaja czynniki wirusowe, ktore prawie w catosci
sa zdolne samodzielnie przeprowadzi¢ ten proces.

c) Translacji poliproteiny wirusa HCV, gdzie wirusowy aparat translacyjny
jest wszechstronnie przystosowany, wyposazony w narzgdzia molekularne
do korzystania z dostepnych w komodrce enzymow, biatek, kwaséw nukleinowych
(podjednostek rybosomowych, tRNA itp.) w celu odpowiedniego tworzenia i obrobki
powielanych, nowych struktur.

d) Obrobki potranslacyjnej, gdzie nastgpuje proces cigcia polipeptydu na mniejsze
fragmenty, pelnigce S$cisle okreslone funkcje z waznym udziatem czynnikow
komoérkowych (jak peptydaza sygnatowa, czy tez peptydaza odcinajaca sekwencje
sygnatowa)

e) Skladania i uwalniania wirionu: etapu, w trakcie ktorego sag wykorzystywane btony

retikulum endoplazmatycznego i aparatu Golgiego.
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PRZYtLACZENIE WIRUSA, WEJSCIE

| FUZJA
CZYNNIKI KOMORKOWE: CZYNNIKI WIRUSOWE:
- CD 81,
- SR-BI, - E1,
- klaudyna 1, -E2

- DC SIGN (CD 209) *,

- L SIGN (CD 209L)* ,

- receptor LDL,

- receptor asialoglikoproteinowy (ASGP-R)

* - w hepatocytach nie zaobserwowano wystepowania tych czynnikow,
jedakze badania dowodzg, ze biorg one udziat w transporcie czasteczek
HCV do hepatocytow

Rysunek 30. Komponenty wirusowe i komérkowe biorgce udzial w procesie przytaczenia,

wejscia 1 fuzji HCV do komorki hepatocytu. Za: [90]. Opracowanie wlasne.

REPLIKACJA
CZYNNIKI KOMORKOWE: CZYNNIKI WIRUSOWE:
- fragmanty btony komadrkowe, - zalezna od RNA polimeraza,
- biatko hVAP-A, - NS5B,
- cyklofilina B, - NS5A,
- FBL2, - NS3 NTPaza,
- biatko PTB, - region X 3'UTR,
- mikroRNA -domena 1 5'UTR

Rysunek 31. Komponenty wirusowe i komorkowe biorgce udziat w procesach replikacyjnych.

Za: [90]. Opracowanie wiasne.
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TRANSLACJA
POLIPROTEINY

WIRUSA HCV
CZYNNIKI KOMORKOWE: CZYNNIKI WIRUSOWE:
- podjednostki rybosomowe, - IRES,
-elF2, -domena 1 S'UTR,
- elF3, - otwarta ramka odczytu HCV,
-tRNA, -3'UTR,
- biatko PTB, -NS4A,
- hnRNPL -NS4B

- autoantygen La,
- biatko 2 wigzace Poli(rc),
- biatko 1 zasocjowane z NS1

Rysunek 32. Komponenty wirusowe i komorkowe biorgce udziat w procesach translacyjnych.

Za: [90]. Opracowanie wiasne.

OBROBKA POTRANSLACYJNA

CZYNNIKI KOMORKOWE: CZYNNIKI WIRUSOWE:
- peptydaza sygnatowa, - zalezna od jondw cynku metaloproteinaza
NS2

- peptydaza odcinajgca sekwencje sygnatow
peply 1 &5y 2 -NS3/NS4 proteaza sygnatowa

Rysunek 33. Komponenty wirusowe i komoérkowe biorgce udzial w procesach obrobki

potranskrypcyjnej. Za: [90]. Opracowanie wlasne.
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SKELADANIE [ UWALNIANIE WIRIONU

CZYNNIKI KOMORKOWE: CZYNNIKI WIRUSOWE:
- btony retikulum endoplazmatycznego, - biatko C,
- aparat Golgiego - E1,

- E2,

- genom RNA wirusa

Rysunek 34. Komponenty wirusowe i komérkowe biorgce udziat w procesach sktadania

i uwalniania wirionu. Za: [90]. Opracowanie wlasne.

W wyniku szczegdétowych badan dotyczacych cyklu replikacyjnego wirusa HCV,
pojawity si¢ rozne strategie leczenia antywirusowego. Cho¢ czg$¢ z nich nie przeszta
wymagajacych prob klinicznych (tabela 3), wyznaczyty one nowe drogi w dziedzinie tworzenia
lekow antywirusowych. Wczesniej, gdy jedynym dostgpnym leczeniem byto zastosowanie
INF/RBV, gtéwnym problemem farmakoterapii byt brak lub niska odpowiedZ na leczenie
chorych z genotypem pierwszym WZW C. Nowe leki DAA, byly przede wszystkim
dedykowane tej grupie pacjentéw. Pierwszymi z takich lekow byly, wprowadzone w 2011 roku,
boceprewir 1 telaprewir, ktore sa swoistymi inhibitorami proteazy NS3/NS4A. Byly
one stosowane w potrojnej terapii z INF/RBV. Ich zastosowanie u pacjentow bez marskosci
watroby zaowocowato wzrostem SVR do 83%. Jednakze ten rodzaj terapii nie sprawdzat si¢
u osob, ktore wczesniej byty poddawane terapii INF/RBV oraz niost ze sobg szereg dziatan
niepozadanych. Co wigcej, u 0s6b z niektérymi wariantami genu IL-28, SVR nie przekraczat
50%. Ocenia si¢, ze wystepowanie dziatan niepozadanych w gldwnej mierze bylo
spowodowane koniecznos$cig taczenia inhibitorow proteazy z klasycznymi lekami, szczegolnie
rybawiryng. Dodatkowg wadg byta konieczno$¢ przyjmowania duzej liczby dawek leku (kilka
razy dziennie). Same inhibitory proteazy (tabela 2) takze mogg by¢ przyczyna wystepowania
niekorzystnych  dziatah  niepozadanych, np.: w  postaci zmian skdrnych,
czy niedokrwistosci (ze wzgledu na znaczny spadek st¢zenia hemoglobiny w erytrocytach).
Z czasem okazalo si¢ rowniez, ze takie leczenie wigze si¢ takze z rozwojem szybkiej opornosci
wirusa HCV na dziatanie boceprewiru oraz telaprewiru. Pierwsze niepowodzenia w dziataniu

zwigzkow  bezpos$rednio hamujacych replikacje HCV, zdeterminowaly badaczy
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do poszukiwania kolejnych zwigzkow o mniej toksycznym dziataniu 1 wigkszym

bezpieczenstwie zastosowania w leczeniu [108-111].

Po kolejnych badaniach klinicznych, wprowadzono na rynek druga generacje
inhibitorow proteazy NS3/4A — simeprewir, ktory zostal dopuszczony do leczenia zakazonych
na HCV z genotypem | w potaczeniu z klasycznym leczeniem INF/RBV. Skuteczno$¢ leczenia
byta podobna do wczes$niej opisanych terapii z wykorzystaniem trzech lekow, jednakze byta
zwigzana z mniej nasilonymi (lecz podobnymi) dzialaniami niepozadanymi oraz faktem
wykluczenia z leczenia okoto 25% pacjentow, ktorzy charakteryzowali si¢ wystgpowaniem
naturalnego polimorfizmu Q80K w obrebie kodondéw NS3, co skutkowalo obnizeniem
wrazliwosci na leczenie trojsktadnikowe. W podobny sposob warunkujg skutecznos$¢ leczenia
polimorfizmy L31M i Y93H w NS5A w genotypie 1, a obecno$¢ wirusa 0 genotypie typu

3 uznawana jest za najtrudniejszg do wyleczenia [111].

Kolejnym postgpem w terapii farmakologicznej HCV, bylo zastosowanie simeprewiru
bez uzycia INF/RBV, ale z réwnoleglym wilaczeniem sofosbuwiru. Potaczenie lekow o ré6znych
punktach uchwytu — inhibitora wirusowej proteazy NS3 i polimerazy NS5B znaczaco
zwigkszylo skuteczno$¢ terapii. Dodatkowym atutem tych lekéw byta mozliwo$¢ ich
zastosowania w catkowicie nowej docelowej grupie pacjentow (pacjenci o genotypie 1 HCV,
zaréwno przed jak i po przeszczepieniu watroby, jak rowniez z wystgpujacym polimorfizmem
Q80K). Zastosowania tego rodzaju terapii celowanej, umozliwilo osiagnigcie SVR nawet

na poziomie 92% [108, 111]].

Dzialanie sofosbuwiru opiera si¢ na niekompetecyjnej inhibicji polimerazy NS5B
(ktorej sekwencja aminokwasow praktycznie nie ulega zmianom w kazdej nowo powielonej
czasteczce wirusa), dzigki czemu hamowana jest proliferacja HCV w krytycznym momencie,
niezaleznie od rodzaju genotypu wirusa HCV. Zasada dziatania leku polega na przylaczeniu
si¢ do centrum aktywnego polimerazy NS5B, funkcjonalnym zahamowaniu potencjalu
replikacyjnego wirusa, co ogranicza istotnie mozliwo$¢ rozwoju opornosci wirusa, z tego
wzgledu, ze region kodujacy polimerazg NS5 nie jest tak zmienny, jak chociazby region
kodujacy biatka otoczkowe E1 i1 E2. Lek ten podawany w réznych kombinacjach, z innymi
lekami antywirusowymi, jednak juz bez zastosowania interferonu, przyczynit si¢
do podniesienia  skutecznosci leczenia  antywirusowego, takze u  pacjentow

ze zdekompensowang funkcja watroby [112].
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Z czasem zaczgto wdrazaé leczenie nowymi substancjami, rozszerzajac mozliwosci
farmakoterapii o pozostate genotypy HCV. Druga generacja inhibitorow NS3/4A, obejmujaca
nowe leki DAA: perytaprewir w skojarzeniu z obitaswirem, dazabuwirem, jak réwniez
rytonawirem (inhibitorem CYP3A4, dzieki ktoremu zahamowany jest metabolizm i zwigksza
si¢ stezenie lekow antywirusowych w osoczu) umozliwita leczenie pacjentow takze z

genotypem 4 HCV [112].

Postepujaca marsko$¢ watroby ogranicza wymiang substancji miedzy plynaca krwia,
a komorkami watroby, co skutkuje mniejszym wchianianiem dawki leku do tkanki watrobowe;,
ktéra w przypadku lekow przeciw HCV stanowi ich docelowe miejsce dziatania. Kolejnym
waznym czynnikiem, jest ograniczenie prawidlowego dziatania lekow przez zapalenie
1 wiloknienie czynnego migzszu watrobowego, gdzie przebiega metabolizm lekow
antywirusowych. Fakty, te potwierdzaja lekarze specjaliSci w zakresie hepatologii, ktorzy
wyraznie wskazujg, ze w trakcie leczenia WZW C, na toksycznos¢ leczenia oraz SVR ma
wplyw stan zaawansowania zwidknienia narzadu [112]. Stan zwtoknienia narzadu moze wigc
znaczaco wplywac na szybkos$¢ metabolizmu 1 eliminacj¢ podawanego leku antywirusowego,
przyczyniajac si¢ do jego akumulacji w organizmie. Na skuteczno$¢ dzialania i ryzyko dziatan
niepozadanych wplyw ma nie tylko sama dostgpnos¢ leku do miejsca dziatania, zwigzana
z ograniczonym przeplywem krwi, ale takze szybkos¢ jego metabolizmu, co w przypadku wielu
nowych lekéow przeciwwirusowych wiaze si¢ z aktywnos$cig enzymoéw uktadu CYP450.
Dobrym przyktadem takiego oddzialywania jest metabolizm symeprewiru (tabela 3), ktory
w tych procesach jest substratem dla CYP3A oraz inhibitorem dla CYP3A4 i CYP1A2. Blokada
metabolizmu watrobowego leku prowadzi zatem do akumulacji tego zwigzku w organizmie.
Innym przyktadem moga by¢: gazoprewir i elbaswir, ktdre sa czgsciowo metabolizowane
w procesach utleniania przez CYP3A4. Enzym ten odpowiedzialny jest za metabolizm
szerokie] grupy lekow, w zwigzku z czym istnieje ryzyko wystepowania réznego rodzaju
interakcji migdzy stosowanymi lekami, badZz ksenobiotykami, ktore sg silnymi induktorami
CYP3A4 [101-102]. Nalezy przy tym wspomnie¢, ze pacjenci w przebiegu marskosci
wywotanej HCV (skala Childa-Pugha B i C) zwykle nie s3 uwzgledniani jako kandydaci
do badan klinicznych II 1 IIl fazy [78, 113, 144, 145]. Kolejnym waznym czynnikiem
warunkujagcym dziatanie lekéw przeciwwirusowych jest droga eliminacji zwigzkow
z organizmu. Prawidlowy przebieg II fazy metabolizmu lekow, z udziatem UGT1A1, UGT1A3,
warunkuje poprawng i wydajng eliminacj¢ zwiazkéw z organizmu i zabezpiecza przed ich
akumulacja oraz nasileniem wystgepowania dzialan niepozadanych, dlatego tez zwigzki
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o podobnej drodze eliminacji powinny by¢ dobierane w terapii skojarzonej ze szczegdlng
uwaga, jak chociazby poprzez umiejetne dostosowanie dawek z zastosowaniem np.:
perytaprewiru (inhibitor proteazy), ombitaswiru (interferencja z bialkami btonowymi,
hamowanie replikacji RNA) idazabuwiru (inhibitor wirusowej polimerazy RNA) [33]. Badanie
ekspresji genow kodujacych enzymy I 1 Il fazy ukladu detoksykacyjnego oraz zawartosci
poszczegblnych biatek enzymatycznych podjete w niniejszej pracy moze wigc mie¢ znaczenie
nie tylko ze wzgledu na zmiany w metabolizmie lekéw przyjmowanych przez pacjentow
z WZW C z powodu innych choréb, ale takze ze wzgledu na mozliwos$¢ przysziej

indywidualizacji lekami przeciwwirusowymi.

Tabela 3. Nowe leki stosowane w leczeniu HCV, z uwzglednieniem miejsca docelowego

dziatania oraz przebiegu metabolizmu. Na podstawie [118-146]:

MIEJSCE DOCELOWE NAZWA LEKU METABOLIZM
(CZYNNIK WIRUSOWY)
BOCEPREWIR Substrat dla: CYP3A4/5,

INHIBITORY PROTEAZ: Inhibitor dla: CYP3A.,

NS3/4A Induktor dla; NA

BLOKADA

POWSTAWANIA/CIECIA
[ELALIELS B IR USOR LI TELAPREWIR Substrat dla: CYP3A4/5,

Silny inhibitor dla: CYP3A,
Induktor dla: NA

SIMEPREWIR Substrat dla: CYP3A,
Inhibitor dla: CYP3A4
i CYP1A2,
Induktor dla: NA

ASUNOPREWIR Substrat dla: CYP3A,
Inhibitor dla;: CYP2D6,
Induktor dla: CYP3A4

PARITAPREWIR Substrat dla: CYP3A4/5
Inhibitor dla;: NA
Induktor dla: NA

GRAZOPREWIR Substrat dla: CYP3A,
Inhibitor dla; CYP3A
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Induktor dla: NA

INHIBITORY NS5A:

DECLATASWIR

Substrat dla: CYP3A,
Inhibitor dla;: CYP3A
Induktor dla; NA

INTERFERENCJA Z
BIALKAMI BLONOWYMI,
HAMOWANIE REPLIKACJI LEDIPASWIR MINIMALNIE
RNA WIRUSA METABOLIZOWANY

Substrat dla: NA,

OMBITASWIR Inhibitor dla: NA,

Induktor dla: NA
Substrat dla: CYP3A,

ELBASWIR Inhibitor dla; NA,

Induktor dla; NA
Substrat dla; CYP2BS6,

VELPATASWIR CYP2C8, CYP3AA4,
Inhibitor dla: NA,
Induktor dla; NA
INHIBITORY SOFOSBUWIR PROLEK
POLIMERAZY RNA: NS5B
BLOKADA REPLIKACIJI RNA
WIRUSA
Substrat dla; CYP3A,
DASABUWIR CYP2C8, CYP2BS6,

Inhibitor dla: NA,
Induktor dla: NA
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Rysunek 35. Punkty uchwytu DAA: A) inhibitory NS3/NS4 proteaz: zaburzaja cigcie
poliproteiny wirusowej (hamujg replikacje, obrobke potranslacyjng biatek), B) inhibitory
NS5A (zaburzaja pracg¢ gtownego skladnika kompleksu replikacyjnego, waznego
w sktadaniu wiriondow 1i interakcjach z metabolizmem komorek gospodarza), C) inhibitory
polimerazy RNA NS5B (zaburzaja pracg polimerazy RNA zaleznej od RNA wirusa HCV,
hamujac proces replikacji wirusa HCV). Za: [114]. Zmodyfikowano.

Na przestrzeni ostatnich lat, oprocz terapii opartych na bezposrednim dziataniu
antywirusowym, prowadzono takze badania nowych substancji leczniczych, ktorych celem
dziatania sg czynniki komorkowe - tzw. HTAs ( z ang. Host Targeting Agents). Leki te byly
testowane na réznych etapach klinicznych, jednak ze wzgledu na duzg skutecznos$c
zarejestrowanych inhibitorow NS3, NS5A 1 NS5B ich wprowadzenie na rynek jest obecnie

mato prawdopodobne (tabela 4)[114].
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Tabela 4. Przedstawiciele kandydatow na leki z grupy HTA. Za: [118-138, 143, 144-146].

NAZWA MIEJSCE ETAP BADAN ETAP CYKLU
PREPARATU DOCELOWE KLINICZNYCH REPLIKACYJNEGO
DZIALANIA HCV
(CZXNNIK
KOMORKOWY)
AVASIMIBE Acetylotransferaza FAZA Uwalnianie i sktadanie
cholesterolowa PRZEDKLINICZNA
(ACAT)
SUNITINIB AAK1 FAZA Uwalnianie 1 sktadanie
PRZEDKLINICZNA
ANTI-CLDN1 RECEPTOR FAZA Przytaczanie
CLAUDINY-1 PRZEDKLINICZNA i wnikanie
ERLOTINIB KINAZA FAZA Uwalnianie i sktadanie
CYKLINOWA PRZEDKLINICZNA
(GAK)
1IZOTHIAZOLO KINAZA FAZA Uwalnianie 1 sktadanie
[5,4-B] PYRIDYNE CYKLINOWA PRZEDKLINICZNA
(GAK)
ALISPORWIR CYKLOFILINA A FAZA Il REPLIKACJA RNA
(ZATRZYMANA)
NIM811 CYKLOFILINA A FAZA lla REPLIKACJA RNA
SCY635 CYKLOFILINA A FAZA lla REPLIKACJA RNA
MIRAWIRSEN miRNA-122 FAZA lla REPLIKACJA RNA
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2. CEL PRACY

Celem badan byty:

. ocena profilu ekspresji mRNA wybranych gendéw kodujacych enzymy zwigzane
z metabolizmem lekoéw w bioptatach watroby pobranych od pacjentow z niewydolnoscig tego

organu w przebiegu HCV oraz w grupie kontrolnej,

. ilosciowe okreslenie zawarto$ci bialek wybranych enzyméow CYP450 i UGT

w bioptatach watroby u pacjentow z niewydolno$cig watroby w przebiegu HCV oraz w grupie

kontrolnej,
. okreslenie korelacji pomigdzy ekspresja mRNA badanych gendéw a zawarto$cig biatka,
. analiza zwigzku pomigdzy wybranymi wariantami genetycznymi a ekspresja gendw

zwigzanych z metabolizmem lekéw na poziomie mRNA i biatka.
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3. MATERIALY I METODY BADAWCZE

3.1. Material:

Materiat do badan: oceny profilu ekspresji mRNA, iloSciowej analizy zawartosci
biatek, analizy korelacji pomiedzy ekspresja mRNA badanych gendéw a zawartoscia biatka,
analizy zwigzku pomigdzy wybranymi wariantami genetycznymi a ekspresjag genow
zwigzanych z metabolizmem lekow na poziomie mRNA i biatka, wybranych enzymow
CYP450 i UGT, stanowily fragmenty tkanki watrobowej, pobrane na Oddziale Chirurgii
Ogolnej, Naczyniowej oraz Chirurgii

Transplantacyjnej Szpitala Wojewodzkiego

w Szczecinie:

a) jako proby kontrolne wykorzystano bioptaty watroby pochodzace od pacjentdw
ze zdiagnozowanym rakiem okreznicy z przerzutami do watroby, z miejsca
oddalonego o co najmniej 5 cm od guza. Tkanki pobrano podczas operacji resekcji
guza od pacjentdéw z wojewddztwa zachodniopomorskiego, w wieku 63 + 10 lat,
11 mezezyzn 1 9 kobiet. Pobrane tkanki nie wykazywaly cech patologicznych,
co potwierdzono badaniem histologicznym.

b) probami badanymi (n=58) byly fragmenty tkanki migzszowej watroby pobranej
od pacjentéw chorych na zapalenie watroby typu C (HCV), zakwalifikowanych
do przeszczepienia tego organu. Proby tkanki watroby pobrano podczas operacji
przeszczepienia watroby z narzadu, bezposrednio po wycigciu. Stopien
zaawansowania czynno$ci watroby klasyfikowano wedhuig skali Childa-Pugha.

Charakterystyke dawcow pobranych tkanek przedstawiono w tabeli 5.

Tabela 5. Charakterystyka proby badanej i kontrolnej. W tabeli przedstawiono charakterystyke

0s0b, od ktorych pochodzily bioptaty wagtroby wykorzystane w analizie.

Parametr/choroba Kontrola HCV Ch-P A Ch-P B Ch-P C
n=20 n=58 n=30 n=21 n=7
Ple¢ [M/K] 11/9 30/28 16/14 11/10 3/4
Wiek [lata] 63+ 10 56+7 57 +7 55+ 8 52+9
ENo0c 059+025 175+126 103057 205+084  3.62+1.78
calkowita [mg/dl]
Albumina [g/dl] 3.89 +£0.38 3.38 +£0.57 3.67+£0.49 3.23+£0.45 2.71+0.40
INR 1.14 £0.21 1.30 £ 0.28 1.20+0.22 1.29+0.17 1.71 £0.36
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Dla pacjentow stanowigcych grupe kontrolng dostgpne byly pelne informacje
o przyjmowanych przez nich lekach, tj. jeden pacjent byt leczony bisoprololem, furosemidem
1 tamsulozyng (nadcis$nienie i przerost gruczotu krokowego), jeden byl leczony beprydylem
(choroba niedokrwienna serca oporna na inne leki), a kolejny byt leczony amlodyping

(nadci$nienie tetnicze). Zaden z tych lekéw nie jest znany jako silny regulator enzyméw CYP
lub UGT.

Proby watroby pacjentow z HCV zostaly zebrane w latach 2007-2019, a standardy
leczenia HCV byty w tym okresie kilkakrotnie modyfikowane, co stanowi pewne ograniczenie
niniejszego badania. Ograniczeniem badania byla réwniez duza czesto§¢ wystepowania choroéb
wspolistniejacych. Dla  potrzeb niniejszej pracy, do badania wybrano préby
od pacjentow bez chorob wspotistniejacych (oprocz prob opisanych powyzej), co ograniczyto

liczbe prob wykorzystanych w pracy.

Proby tkanek pobierano z watroby (kontrolnej 1 patologicznej) od pacjentow, ktorzy
podczas operacji poddani byli standardowemu znieczuleniu ogélnemu (propofol, sewofluran,
rokronium, fentanyl), nie p6zniej niz 15 minut po zatrzymaniu przeptywu krwi w obrebie
organu. Proby watroby natychmiast zamrozono w cieklym azocie w celu analizy biatka lub
zabezpieczono przed degradacja w roztworze RNAlater (Applied Biosystems, Darmstadt,
Niemcy) do analizy RNA, a nastgpnie przechowywano w -70 °C. Protokét badania zostat
zatwierdzony przez Komisj¢ Bioetyczng Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego (BN-
001/11/07-A). Od wszystkich uczestnikow badania uzyskano $§wiadomg zgod¢. Do badan

genetycznych wykorzystano proby mrozone.

3.2. Izolacja mRNA oraz ilosciowy PCR w czasie rzeczywistym

(Real-Time RT-PCR):

a) Catkowite RNA od kazdego pacjenta wyizolowano z 25 mg tkanki watrobowej przy uzyciu
zestawu Direct-zol RNA MiniPrep (Zymo Research, Irvine, CA, USA). Izolacje
przeprowadzono wg. protokotu dotaczonego do zestawu, z wykorzystaniem metody
kolumienkowej:
e Zestaw do izolacji RNA Direct-zol RNA MiniPrep, obejmowat: odczynnik lizujacy
TRI-Reagent, roztwor ptuczacy RNA PreWash Buffer, roztwor ptuczacy RNA Wash
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Buffer, wode wolng od nukleaz RNase-Free Water, kolumienki Zymo-Spin, probowki
do ptukania kolumienek (bez wieczka).

e Dodatkowe materialy stanowity: etanol cz.d.a, probowki 2 ml, probéwki wolne od
nukleaz 1.5ml, rekawice ochronne, ptyn dezaktywujacy RNAzy (RNAse Zap),
koncowki do pipet.

e Potrzebnymi urzadzeniami byly: wirowka laboratoryjna, homogenizator typu rotor-

stator z wymiennymi koncéwkami, pipety, spektrofotometr.

Przebieqg procedury:

1. Przygotowano i podpisano probowke 2.0 ml dla kazdej proby badane;.

2. Wyjeto probe tkanki watrobowej z roztworu RNA later, odsagczono na gazie, przetozono do

podpisanej probowki 2.0 ml.
3. Dodano 0.5 mL TRI reagent.

4. Zainstalowano nowa koncéwke na homogenizatorze. Homogenizowano do catkowitego

rozdrobnienia proby.

5. Zwirowano probe: 12,000 x g, 1 min. Przetozono supernatant - 400 ml do nowej probowki

2.0 ml.

6. Dodano réwng objetos¢ etanolu cz.d.a. (tyle samo ile bylo proby), wymieszano na

worteksie.
7.Umieszczono kolumienkg z zestawu na probowce z zestawu (bez wieczka).
8. Przeniesiono cato$¢ na kolumienke, kolumienke zamknigto.

9. Zwirowano probe: 12,000 x g, 1 min. Przetozono kolumienke na nowg probowke z

zestawu.

10. I ptukanie: Na kolumng naniesiono 400 pl dla roztworu Direct-zol™ RNA PreWash,
zamknigto probowke.

11. Zwirowano probe: 12,000 x g, 1 min. Wylano przesacz.
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12. II ptukanie: Na kolumng¢ naniesiono 400 pl dla roztworu Direct-zol™ RNA PreWash,

zamknigto probowke..
13. Zwirowano probe: 12,000 x g, 1 min. Wylano przesacz.

14. III ptukanie: Na kolumne naniesiono 700 pl dla roztworu RNA Wash Buffer, zamkni¢to
probowke..

15. Zwirowano prébe: 12,000 x g, 1 min. Wylano przesacz.
16. Zwirowano probe: 12,000 x g, 2 min.

17. Przetozono kolumienke na probowke 1.5 mL, wolng od nukleaz. Na kolumn¢ naniesiono

30 uL wody wolnej od nukleaz.

18. Zwirowano probe: 16,000 x g, 1 min. Wyrzucono kolumne. Zamkni¢to probowke.
19. Zmierzono stezenie RNA przy pomocy spektrofotometru NanoDrop.

20. Po pomiarze przechowywano proby do dalszej analizy w temp. -70°C.

b) Stezenie i czystos¢ RNA oceniano przy uzyciu spektrofotometru DS-11 FX (Denovix,
Wilmington, DE, USA), umozliwiajagcego pomiar prob w mikroobjetosciach. Czystos¢ RNA
szacowano na podstawie oceny absorbancji przy dlugosciach fali 260/280 nm. Do dalszych
badan wykorzystano proby, w ktorych stosunek pomiaru przy dtugosciach fali 260/280 nm byt

wigkszy lub réwny 1.8 1 nie wigkszy, niz 2.0.

c) cDNA przygotowano przy uzyciu zestawu SuperScript® VILO™ cDNA Synthesis Kit
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), z 500 ng catkowitego RNA na 20 ul objetosci
reakcyjnej zgodnie z procedurg producenta.
e Zestaw do odwrotnej transkrypcji High Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit zawieral: odwrotng transkryptaz¢ MultiScribe (50U/ul), bufor reakcyjny
(10x RT Buffer), mieszaning deoksynukleotydéw (25x ANTP Mix, 100 mM),
mieszaning starterow (10x RT Random Primers), inhibitor RNAz (RNase
Inhibitor, 20U/pl).
o Dodatkowe materiaty stanowily: woda wolna od nukleaz, probowki 0.5 ml,
probowki reakcyjne 0.2 ml, rgkawice ochronne, ptyn dezynfekcyjny, koncowki

do pipet, ptyn dezaktywujacy RNAzy (RNAse Zap).
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e Potrzebnymi urzgdzeniami byly: pipety, wortex, podreczne mikrowiréwki,

termocykler.

Przebieg procedury:

1. Proby RNA wyciagnigto z zamrazarki, wstawiono do lodowki, aby odmarzty.
Odczynniki (oprocz enzymu - odwrotnej transkryptazy) wyciagnieto z zamrazarki
1 rozmrozono na lodzie i ustawiono w statywie chtodzacym).

2. W opisanych probowkach 0.2ml (potaczonych w tzw. paski - strips), umieszczonych na
lodzie lub statywie chtodzacym, przygotowano roztwory RNA o rownych stezeniach
dla wszystkich prob: tak aby w objetosci 10 pl byto 1000 ng catkowitego RNA.

3. Wprébdéwce 1 ml umieszczonej na statywie chtodzacym przygotowano 2 x mieszaning
reakcyjng (10ul na kazda badang probke), w sktad ktérej wehodzity: 2 pl 10x RT Buffer,
0,8 ul 25x dNTP Mix (100mM), 2 pul 10x RT Random Primers, 1ul MultiScribe Reverse
Transcriptase, 1 pul RNase inhibitor, 3.2 ul wody wolnej od nukleaz. Po dodaniu
sktadnikow, wymieszano, zwirowano i pozostawiono na lodzie.

4. Do kazdej proby RNA dodano 10 pl wezesniej przygotowanej mieszaniny reakcyjne;j.

5. Zamknigto probéwki, wymieszano na worteksie, zwirowano, umieszczono na lodzie.

6. Zaprogramowano termocykler Applied Biosystems GeneAmp PCR System 9700 na
nastepujacy program: 25°C-10min, 37°C-120 min, 85°C - 5 min, 4°C - «©

7. Umieszczono proby w termocyklerze, zamknieto pokrywe grzejna, uruchomiono

program

d) Ekspresj¢ genow badano w dwoch powtdrzeniach przy uzyciu mieszaniny reakcyjnej
TagMan Fast Advanced Master Mix i walidowanych przez producenta zestawow TagMan
assays (tabela 6) za pomoca urzadzenia ViiA 7 Real-Time PCR (Life Technologies, Waltham,
MA, USA). Wartosci progowe dla kazdego genu byty ustawiane rgcznie i rejestrowano $rednie
wartosci Cr (liczba cykli, po ktorych fluorescencja sondy przekraczata warto$¢ progow3).

Wzgledng ekspresje mRNA obliczano metodg 24¢T:

ekspresje genu badanego normalizowano
do $redniej wartosci ekspresji uzyskanej dla genéw referencyjnych (ang. house-keeping genes:
GAPDH (Hs999905 m1), HMBS (Hs00609297_m1), PPIA (Hs04194521 sl1), RPLPO
(Hs999902_m1), RPS9 (Hs02339424 g) oraz metoda 22T w ktorej dodatkowo
normalizowano ekspresj¢ gendéw w probach z grupy badanej do $redniej wartosci ekspresji tego

genu dla grupy kontrolnej. Objetos¢ reakcyjna wynosita 20 pl. Profil temperaturowy reakcji
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zaprogramowano nastepujaco: 2 min 50 °C, wstgpna denaturacja 10 min 95°, 40 cykli: 15 s

95°C + 1 min 60°C.

Tabela 6. Lista zestawow startery + sonda TagMan uzytych w badaniu. Podano Assay ID -

identyfikator zestawu podany przez producenta.

SYMBOL GENU LOKALIZACJA CHROMOSOMOWA TagMaN Assay 1D
CYP1Al Chr.15: 74719542 - 74725610 Hs00153120_m1
CYP1A2 Chr.15: 74748843 - 74756600 Hs00167927_m1
CYP2C8 Chr.19: 53431974 - 53458261 Hs023802383691

CYP2C19 Chr.10: 94762681 - 94853205 Hs00426380_m1
CYP2D6 Chr.22: 42125531 - 42130881 Hs00164385_m1
CYP2E1 Chr.10: 133527363 - 133539116 Hs00559367_m1
CYP3A4 Chr.7: 99756960 - 99784188 Hs00604506_m1
CYP3AS Chr.7: 99648189 - 99680026 Hs01070905_m1
UGT1Al Chr.2: 233760273 - 233773299 Hs02511055_s1
UGT1A3 Chr.2: 233729127 - 233773299 Hs04194492 g1
UGT2B7 Chr.4: 69051264 - 69112987 Hs00426592_m1
UGT2B15 Chr.4: 68646597 - 68670776 Hs00870076_s1
CYP2C9 Chr.10: 94905867 - 94989395 Hs02383631_s1

3.3. Analiza iloSciowa bialka z zastosowaniem LC—MC/MS

Tkanki umieszczone w cieklym azocie rozbijano mechanicznie za pomocg mozdzierza
ze stali nierdzewnej. Okoto 40 mg sproszkowanej tkanki z kazdej probki po zwazeniu poddano
lizie z uzyciem 1 ml roztworu 0,2% SDS i 5 mM EDTA zawierajacego inhibitory proteazy ||
(w stezeniu 5 pl/ml) (Merck, Darmstadt, Niemcy) przez 30 minut w temperaturze 4°C na
wytrzasarce zaprogramowanej na prac¢ z szybkoscig 40 obr/min (Polymax 1040, Heidolph,
Schwabach, Niemcy). Calkowitg zawarto$¢ biatka w lizatach tkankowych okreslono za pomoca
testu kwasu bicynchoninowego (BCA Protein Assay, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA), zgodnie z instrukcjami producenta. 100 pg kazdej probki poddano dalszej obrobce przy

uzyciu metody FASP (ang. filter-assisted sample preparation) w oparciu 0 opracowany
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protokot. Metoda pozwala na uzyskanie mieszaniny peptydow, ktore moga zosta¢ nastepnie
uzyte do iloSciowego pomiaru biatek enzymoéw metabolizujacych leki z wykorzystaniem
tandemowej spektrometrii mas. Ilo$¢ biatka dziewigciu enzyméw CYP (CYP1A2, CYP2B6,
CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2EL, CYP3A4, CYP3A5) i czterech UGT
(UGT1A1, UGT1A3, UGT2B7 1 UGT2B15) zostata okre§lona za pomoca LC —MS/MS.
Koficowy pomiar spektrometryczny ilosci biatka przeprowadzono w Center of Drug

Absorption and Transport (C_DAT) Uniwersytetu w Greifswaldzie.

3.3.1. Procedura FASP

Trawienie bialka trypsyng — FASP:
Wszystkie wirowania prowadzono przy 14 000 g w temperaturze pokojowej, aby

unikna¢ uszkodzenia kolumny. Jezeli wigcej niz 20 pL ptynu pozostawato po etapie wirowania
(wyraznie widoczny ruch roztworu podczas przechylania probki do kata 45 °C), powtarzano
wirowanie, ew. wydluzano czasy nastepnych wirowan. Wszystkie proby, ktore byty
porownywane ze sobg w badaniu byly przygotowane z uzyciem tej samej partii materiatow 1

odczynnikow.
Potrzebne materialy:

e Filtry VIVACON 500 (10K), Sartorius (Niemcy)

o 1% FA (roztwor wodny kwasu mrowkowego w H20 dest.)

e Blok grzejny 56 °C 1 inkubator 37 °C

e Oproécz standardowych plastikow — koncowki 1 probowki typu LoBind (mniejsza
adhezja biatka), wszedzie tam, gdzie plastik styka si¢ z proba badang (przenoszenie,
umieszczanie proby)

e Bufor UT (8M mocznik + 2M tiomocznik) — przygotowano 1 raz na cala planowana
parti¢ prob. 1,92 g mocznik + 0,61 g tiomocznik aqua dest. ad 4 mL (potrzebne ok.
200 pL na probke, podzielono dla catej puli badanych prob, nastgpnie podzielono na
porcje potrzebne przy dziennej izolacji i zamrozono w -20 °C), Sigma-Aldrich
(Niemcy).

e Bufor DTT (8 mM ditiotreitol) — przygotowywano $wiezy kazdego dnia roboczego.

Odwazono 10,8 mg DTT (np. w probéwcee 1.5 mL), rozpuszczono w 9 mL buforu
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mocznikowego 8M (np. w probowce 15 mL; doktadnie przeptukano proboéwke

z nawazka — przeniesiono DTT ilosciowo), Sigma-Aldrich (Niemcy).

Bufor IAA (50 mM jodoacetamid) — przygotowano $wiezy kazdego dnia roboczego.
Odwazono 46 mg IAA, rozpuszczono w 5 mL buforu mocznikowego 8M, Sigma-
Aldrich (Niemcy).

Roztwor AHC (65 mM wodorowgglan amonu) — przygotowano §wiezy kazdego dnia
roboczego. Odwazono 50 mg AHC, rozpusci¢ w 10 mL wody destylowanej.
Roztwor trypsyny — przygotowano $wiezy kazdego dnia roboczego, okoto 15 minut
przed uzyciem; 1 pg trypsyny na 100 pg biatka; TRIPSIN SEQUENCING GRADE —
Promega (Stany Zjednoczone) V5113 0,5 pg/ uL. Trypsyna 2 uL. + AHC 65mM 30,8
puL + H20 redest. 67,2 uL na kazda probe; przechowywano w lodéwce do czasu
dodania na kolumneg.

10% TFA (10% roztwor kwasu trojfluorooctowego w wodzie destylowanej), Sigma-

Aldrich (Niemcy).

Przebieq procedury:

Ogrzano bufor mocznikowy i bufor UT do temperatury pokojowej (mocznik w tym

stezeniu zestala si¢ na lodzie czy w lodowce)

Przygotowano kolumny Vivacon na probowkach odbieralnikowych. Na kazdy filtr

natozono 100 uL 1% FA. Zwirowa¢ 14 000g 15 min.

Do probowki 0,5 mL LoBind z lizatem proby badanej (r6zna objetos¢, 100 pg biatka)
dodano buforu UT do koncowej objetosci 200 uL.. Wymieszano przez aspiracjg.

Naniesiono catos¢ proby 200 pL na kolumng i zwirowano 25-30 min.
Naniesiono na kolumne 200 pL buforu mocznikowego i zwirowano 25-30 min.

Wylano ptyn z probowki odbieralnikowej, umieszczono ponownie kolumng na

probowece.

Naniesiono na kolumng 100 pL DTT, delikatnie wymieszano na wytrzasarce
1 inkubowano 15 min w temperaturze 56 °C na bloku grzejnym. Wlaczono opcje

wytrzasania 300-400 rpm.

Zwirowano probe 15-20 min. .
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

Naniesiono na kolumng 100 uL buforu mocznikowego i zwirowano 15-20 min.

Powtdrnie naniesiono na kolumn¢ 100 pL buforu mocznikowego 1 zwirowano 15-25

min.

Naniesiono na kolumn¢ 100 pL IAA delikatnie wymieszano na wytrzasarce

1 inkubowano 20 min w temperaturze pokojowej, bez dostgpu Swiatla.
Zwirowano probg 15-25 min.
Naniesiono na kolumng 100 uL buforu mocznikowego i zwirowano 15-25 min.

Powtornie naniesiono na kolumng 100 pL buforu mocznikowego i zwirowano 15-25

min.

Wylano ptyn z probowki odbieralnikowej. Umieszczono ponownie kolumne na

probéwce.

Naniesiono na kolumng¢ 100 pL DTT, delikatnie wymieszano na wytrzasarce

i inkubowano 15 min. w temperaturze 56 °C na bloku grzejnym.

Zwazono probowki 1,5 mL — po jednej na kazdg probe — potrzebne pod koniec dnia

roboczego - w celu pozniejszego doktadnego wyznaczenia masy uzyskanego eluatu.
Zwirowano probe 15-25 min.
Naniesiono na kolumne 100 uL buforu mocznikowego i zwirowano 15-25 min.

Powtdrnie naniesiono na kolumng 100 uL buforu mocznikowego i zwirowano 15-25

min.

Naniesiono na kolumne¢ 100 pLL. AHL i zwirowano 15-25 min.

Drugi raz naniesiono na kolumng 100 pLL AHL i zwirowano 15-25 min.
Trzeci raz naniesiono na kolumne 100 pL AHL i zwirowano 15-25 min. .
Przeniesiono kolumny na nowe probowki 1,5 mL.

Naniesiono na kolumng¢ 100 pL roztworu trypsyny, delikatnie wymieszano na
wytrzasarce 1 inkubowano 16 h w 37 °C w komorze o duzej wilgotnos$ci (aby proba nie
odparowata podczas inkubacji). Probowki zamknigto w szczelnym pudetku, do ktorego

wlozono takze kilka mokrych rgcznikow papierowych.
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26.

217.

28.

29.

30.

Nastepnego dnia, zwirowano proby 10 min.

Naniesiono na kolumng 40 pL AHC 1 zwirowano 10 min.

Zwazono ponownie probowki z probg (eluatem) w celu okreslenia objgtosci eluatu .
Zakwaszono probe 10% TFA do koncowego stezenia 0.2 % TFA (1:50).

Przeniesiono probe do probowki 0,5 mL LoBind (nie wigzaca biatka na $ciankach
naczynia,  Eppendorf,  Niemcy) i  przechowywano w  temperaturze

-80 °C do czasu dalszej analizy.

LC - MS/MS: do analizy wykorzystano spektrometr mas 5500 QTRAP triple
quadrupole (AB Sciex) sprzgzony z systemem Agilent 1260 Infinity Binary HPLC
(Agilent Technologies, Waldbronn, Niemcy). Do przeprowadzenia analizy uzyto
oprogramowania  Analyst 1.6.3 (Sciex, Darmstadt, Niemcy). Rozdzial
chromatograficzny przeprowadzono na kolumnie Kinetex® 2,6 um C18 100 A core-
shell (100 x 2,1 mm, Phenomenex, Aschaffenburg, Niemcy) z elucja gradientowa przy
uzyciu acetonitrylu zawierajacego 0,1% kwasu mrowkowego (rozpuszczalnik A)
i wody zawierajacej 0,1% kwasu mrowkowego (rozpuszczalnik B). Szybko$¢
przepltywu fazy ruchomej ustalono na 200 pl/min, a objetos¢ iniekcji wynosita 20 pl.
Zastosowany gradient stezen byt nastepujacy: 2% rozpuszczalnik A przez 5 min,
nastepnie od 2% do 25% rozpuszczalnika A przez 35 min, nastgpnie wzrost st¢zenia
rozpuszczalnika A do 50% w ciggu 13 min, nastepnie wzrost stezenia rozpuszczalnika
A do 60% przez 3 min. W koncowym etapie zastosowano 2% rozpuszczalnik A w ciggu
9 min. Temperatura kolumny byla ustawiona na 50 °C, podczas gdy temperatura
autosamplera byla ustawiona na 4 °C. Spektrometr mas wyposazony byt w zrdédto
jonizacji elektrosprayowej (ESI) Turbo V™ Jon Source pracujace z zastosowaniem
nastepujacych warunkow: temperatura zrédta: 500 C; napiecie dyspersji jonow: 5500
V; gaz kurtynowy: 50 psi; gaz zrodta jonow 1: 50 psi; gaz zroédta jonéw 2: 50 psi oraz
gaz o wysokiej aktywacji zderzen. Parametry spektrometrii mas, takie jak potencjat
deklastracji i energia kolizji, zostaly recznie zoptymalizowane dla kazdego
pojedynczego peptydu. Dla kazdego analitu i1 standardu wewngtrznego monitorowano
trzy do czterech przej$¢ masowych. Wszystkie chromatogramy oceniano za pomoca
oprogramowania MultiQuantTM 3.0.2, stosujac metod¢ standardu wewngtrznego

1 wspolczynniki powierzchni piku do obliczania bezwzglednych ilosci biatka.
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Szczegdlowy opis metody oraz sekwencje badanych peptydéw przedstawiono w
publikacji: Wenzel C., Drozdzik M., Oswald S. Mass spectrometry-based targeted
proteomics method for the quantification of clinically relevant drug metabolizing
enzymes in human specimens. Journal of Chromatography B 1160. 2021.[147]

3.4. GENOTYPOWANIE

Genomowy DNA wyizolowano z tkanek przy uzyciu zestawu Tissue DNA Purification
Kit (EURx, Gdansk, Polska), zgodnie z protokotem producenta (25 mg) a nastepnie
standaryzowano do jednolitego stezenia (20 ng/ul) na podstawie pomiaru
spektrofotometrycznego (Denovix, Wilmington, DE, USA) i przechowywano w -20 °C do
czasu dalszej analizy. Wszystkie probki poddano genotypowaniu przy uzyciu aparatu i
oprogramowania dla urzadzenia ViiA7 Fast Real-Time PCR zuzyciem zestawu walidowanego
przez producenta TagMan assays, dedykowanego do wykrywania badanych
jednonukleotydowych polimorfizmow (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Analizowano
nastepujace warianty (tabela 7): CYP2C19*2 (rs4244285), CYP2D6*3 (rs35742686),
CYP2D6*4: rs3892097) i CYP3A5*3 (rs rs776746). W badaniu wykorzystano zestaw
odczynnikow TagMan™ GTXpress™ Master Mix, Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA,
USA) do przygotowania mieszaniny reakcyjnej (4,5 uL mieszaniny na kazda probke oraz 1 pL
DNA). Profil temperaturowy reakcji zaprogramowano nast¢pujaco: aktywacja 20 s, 95°C, 40
cykli (denaturacjat+przytaczanie starterow i sond i wydluzanie): 3 s 95°C + 30s 60°C.
Dodatkowo, liczbe kopii genu CYP2D6, w tym delecje genu CYP2D6 (CYP2D6*5) oceniano
metodg qPCR z sondami TagMan dla CYP2D6 (Assay ID: Hs00010001 cn) i genu
referencyjnego RPPH1, z uzyciem oddczynikow TagMan™ Fast Advanced Master Mix,
Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) do przygotowania mieszaniny reakcyjnej (13,5
pL mieszaniny na kazdg probke oraz 1,5 pL DNA). Profil temperaturowy reakcji
Zaprogramowano nastepujaco: aktywacja 20 s, 95°C, 40 cykli (denaturacjat+ przylaczanie
starterow 1 sond i wydtuzanie): 3 s 95°C + 30s 60°C. Do analizy wybrano te warianty, ktore ze
wzgledu na ich konsekwencje moga, wg. danych literaturowych, wptywaé nie tylko na
aktywno$¢ kodowanego enzymu, ale takze na ilo$¢ powstajacego RNA i biatka, mierzonego w
niniejszej pracy. Z tego powodu do analizy nie wlgczono zmian typu missense, ktore wedtug

wlasnych badan wstepnych nie miaty wplywu na ilo$¢ biatka w watrobach kontrolnych.
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Tabela 7. Lista sond TagMan uzytych w badaniu.

BADANY LOKALIZACJA

WARIANT CHROMOSOMOWA ID
GENU

CYP2C19*2 Chr.10: 94781859
0

CYP2D6*3 Chr.22: 42128242
0

CYP2D6*4 Chr.22: 42128945
DO

CYP3A5*3 Chr.7: 99672916

TagMaN Assay

C__ 25986767 _7

C_ 32407232 5
C_ 27102431

C__ 26201809 3

0

ZMIANA
NUKLEOTYDOW
A
AlG
T/-

CIT

T/IC

NUMER RS

rs4244285

rs35742686

rs3892097

rs776746

3.5. OBLICZENIA STATYSTYCZNE

Wszystkie dane dotyczace poziomu mRNA 1 biatka: §rednie + odchylenie standardowe,

CV%, mediana oraz warto$ci minimalne i maksymalne podano w tabelach 8, 9, 10 jako

informacje uzupelniajace w suplemencie do artykutlu, bedacego zalacznikiem w niniejszej

pracy. Do obliczen uzyto wynikow uzyskanych dla wszystkich probek, a te z niewykrywalnym
stezeniem biatka (LLOQ, mniejsze lub rowne 0,1 nmol/l) zastgpiono zerem. Réznice migdzy
badanymi grupami oceniano za pomoca nieparametrycznego testu Kruskala—Wallisa
polaczonego z testem post hoc Dunna z korektag Bonferroniego, a do zbadania korelacji uzyto
testu rang Spearmana. Za istotne statystycznie uznano wartosci p < 0,05. Wszystkie obliczenia

statystyczne przeprowadzono przy uzyciu pakietu oprogramowania R 4.2.2 (Institute for

Statistics and Mathematics of WU [Wirtschaftsuniversitdt Wien], Austria).
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4. KORZYSCI BADAN

Bezposrednim wynikiem realizacji projektu beda dane na temat wptywu wystgpowania
stanu zapalnego, wywotanego czynnikiem wirusowym, na ekspresje¢ enzymow
metabolizujacych leki w komorkach tkanki watrobowej pacjentow chorych na HCV. Posrednio,
badania pomogg w zrozumieniu mechanizméw wplywajacych na ekspresje enzymow
metabolizujacych leki w chorobach zakaznych watroby. Uzyskane wyniki moga by¢ przydatne
w ocenie biodostepnosci 1 farmakokinetyki lekow w przebiegu infekcyjnych choréb watroby,

a takze tworzeniu nowych strategii terapeutycznych.
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5. WYNIKI I OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

5.1. Ilosciowe okreSlenie zawartosci RNA i bialek wybranych enzyméw CYP450

i UGT
Dane uzyskane w badaniach, pokazuja, ze przebieg HCV wystepujacy w obrebie tkanki
watrobowej, moze mie¢ znaczacy wptyw na ekspresje gendow, biorgcych udziat w metabolizmie

lekow, zarowno mierzonych na poziomie RNA jak i biatka (rysunek 41 — rysunek 54).

Ponizej na wykresach kotowych (rysunek 36 — rysunek 40) przedstawiono udziat
procentowy biatek enzymatycznych w watrobach pacjentéw z HCV, podzielonych na grupy na
podstawie stopnia niewydolno$ci watroby, okreslonego na podstawie punktacji Childa-Pugha
(klasa A, B i C) oraz w grupie kontrolnej. We wszystkich grupach pacjentow CYP2C9,
CYP2E1, CYP1A2 i CYP3A4 wykazaly najwicksze stezenia biatka w tkance watrobowej,
podczas gdy CYP2B6, CYPIA1 i CYP2C19 wystepowaty tylko w niewielkich ilo$ciach
(~1-2%). Chociaz procentowy udziat poszczegolnych biatek w puli enzymdéw metabolizujacych
leki byt podobny, catkowita ich ilo§¢ (w przeliczeniu na mas¢ tkanki) byta r6zna, w zaleznosci

od stopnia niewydolnos$ci watroby.

Zakazenie HCV nie miato istotnego wplywu na zawarto$¢ biatka kilku enzymow, t;.
w CYPIAI1, CYP2B6, CYP2CS8, CYP2C9, CYP2D6 1 CYP3AS. Watroby klasy A wg Childa-
Pugha charakteryzowaty si¢ znacznym podwyzszeniem zawartosci biatka UGT1A1 (do 163%
warto$ci zmierzonej dla kontroli). Klasa B Childa-Pugha wigzata si¢ z mniejsza zawartoscig
CYP2C19 (do 38% wartosci dla grupy kontrolnej), CYP2EI1 (do 54% kontroli), CYP3A4 (do
33% kontroli), UGT1A3 (do 69% kontroli) i UGT2B7 (do 56% kontroli). Stwierdzono réwniez
istotne zmniejszenie stezenia CYP1A2 (do 52% kontroli) i UGT2B7 (do 20% kontroli)
w stadium C wg Childa-Pugha. Udokumentowano istotnie statystycznie obnizenie zawarto$ci
CYPI1A2, CYP2C9, CYP3A4, CYP2EI, UGT2B7 i UGT2B15. Laczna analiza wszystkich
préb od pacjentéw z HCV wykazata, ze choroba nie wptywata znaczaco na zawarto$¢ biatka
CYPIA1, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2D6, CYP2E1 i UGTIA3 w poréwnaniu
z probkami kontrolnymi. Odnotowano znaczgco zmniejszong zawartosS¢ CYP1A2 (do 64%
kontroli), CYP2C19 (do 45%  kontroli), CYP3A4 (do 47%  kontroli)
1 CYP3AS5 (do 55% kontroli), jak réwniez UGT2B7 (do 70% kontroli), UGT2B15 (do 79%
kontroli) 1 wyrazny wzrost UGT1A1 (do 177% kontroli).
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KONTROLA (100%)  |2c8 CYP2D6 CYP2C19
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° 33%
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Rysunek 36. Zawarto$¢ biatka wybranych enzymow metabolizujacych leki w tkance

WE}tI‘ObOWGj W grupie kontrolnej. Wykres przedstawia rozklad procentowy poszczegolnych biatek biorgcych udzial

w metabolizmie lekow w catkowitej zawartosci wszystkich biatek, bedgcych przedmiotem analizy.

HCV 2C8 CYP2D6
CYP3A4 8% 5%
8%
CYP2C19
16%
CYP1A2
9% CYP1A1
1%

CYP2B6
2%

CYP2E1
20%

CYP2C9
31%

Rysunek 37. Zawarto$¢ biatka wybranych enzyméw metabolizujacych leki w  tkance

thIObOWCj W przebiegu HCV. Wykres przedstawia rozkiad procentowy poszczegélnych bialek biorgeych udzial w

metabolizmie lekow w catkowitej zawartosci wszystkich biatek, bedgcych przedmiotem analizy.
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Rysunek 38. Zawarto$¢ biatka wybranych enzymow

CYP2D6
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CYP2C9
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metabolizujacych leki w tkance

watrobowej w przebiegu HCV u pacjentow klasy A wg. oceny stopnia niewydolno$ci watroby

w skali Chi Ida—Pugha. Wykres przedstawia rozktad procentowy poszczegolnych biatek biorgcych udzial w metabolizmie

lekow w catkowitej zawartosci wszystkich bialek, bedgcych przedmiotem analizy.

Ch-PB 2c8

9%
CYP3A4
8%

CYP1A2
12%

CYP2E1
19%

CYP2D6
7%

J

CYP2C19
1%

CYP1A1
1%

CYP2B6
2%

CYP2C9
41%

Rysunek 39. Zawarto$¢ biatka wybranych enzymow metabolizujacych leki w tkance

watrobowej w przebiegu HCV u pacjentow klasy B wg. oceny stopnia niewydolno$ci watroby

w skali Chi Ida—Pugha. Wykres przedstawia rozktad procentowy poszczegolnych biatek biorqgcych udzial w metabolizmie

lekow w catkowitej zawartosci wszystkich biatek, bedgcych przedmiotem analizy.
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Rysunek 40. Zawarto$¢ biatka wybranych enzymow metabolizujacych leki w tkance
watrobowej w przebiegu HCV u pacjentow klasy C wg. oceny stopnia niewydolno$ci watroby

w skali Chi Ida-Pugha. Wykres przedstawia rozkiad procentowy poszczegolnych biatek biorgcych udzial w metabolizmie

lekow w catkowitej zawartosci wszystkich bialek, bedgcych przedmiotem analizy.

Zamieszczone ponizej wykresy przedstawiaja ekspresje gendow kodujacych badane
enzymy metabolizujace leki w watrobie: jako wzgledng ekspresje mierzong na poziomie RNA
(metoda delta CT, bez normalizacji na tkanke kontrolng) oraz jako st¢zenie biatka w tkance

watrobowej (fmol/mg tkanki).

W  przypadku CYP1Al1l (rysunek 41), nie zanotowano istotnych rdznic
w zawarto$ci/stezeniu biatka. Choroba nie miata wplywu takze na wystepowanie istotnych

zmian w poziomie ekspresji mRNA.
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Rysunek 41 . Wzglgdna ekspresja RNA (A) i stgzenie biatka (B) CYP1A1 w tkance
watrobowej, w przebiegu wirusowego zapalenia watroby typu C: HCV (n=58), z
uwzglednieniem podziatu wedtug skali Child-Pugh’a: A (n=30), B (n=21), C (n=7)

w poréwnaniu do tkanki watrobowej stanowigcej probe kontrolng CTRL (n=20). Do
wygenerowania danych uzyto wykreséw typu boxplot, uwzgledniajgcych: mediang (linia pozioma) oraz pierwszy
kwartyl Q1 (dot pudetka) i trzeci kwartyl Q3 (gora pudelka), a takze minimalne i maksymalne wartosci (wgsy)

oraz Sredniq (znak +). Do analizy statystycznej zastosowano test Kruskala-Willisa oraz test Dunn. Przyjeto

nastepujgcq skalg istotnosci statystycznej: roznice istotne: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

W przypadku CYP1A2 (rysunek 42 ) zaobserwowano istotnie mniejszg zawartos$¢
biatka (do 52% wartosci zmierzonej dla grupy Kkontrolnej) w przypadku bardzo
zaawansowanego stanu niewydolnosci watroby w przebiegu HCV (klasa C Ch-P) oraz w
przypadku tacznej analizy wszystkich pacjentow z HCV. W przypadku mRNA réwniez
zaobserwowano zmniejszong ekspresje: HCV (0 68%), CH-P A (0 62%), CH-P B (0 68%) oraz
CH-P C (0 az 87%) w stosunku do prob kontrolnych.
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Rysunek 42. Wzgledna ekspresja RNA (A) i stezenie biatka (B) CYP1A2 w tkance
watrobowej, w przebiegu wirusowego zapalenia watroby typu C: HCV (n=58), z
uwzglednieniem podziatu wedtug skali Child-Pugh’a: A (n=30), B (n=21), C (n=7) w
porownaniu do tkanki watrobowej stanowigcej probe kontrolng CTRL (n=20). Do
wygenerowania danych uzyto wykreséw typu boxplot, uwzgledniajgcych: mediane (linia pozioma) oraz pierwszy
kwartyl Q1 (dét pudeltka) i trzeci kwartyl O3 (géra pudetka), a takse minimalne i maksymalne wartosci (wgsy)

oraz sredniq (znak +). Do analizy statystycznej zastosowano test Kruskala-Willisa oraz test Dunn. Przyjeto

nastepujqcq skale istotnosci statystycznej: roznice istotne: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

W przypadku CYP2B6 (rysunek 43) zawarto$¢ biatka w watrobie pacjentow z HCV nie
roznila si¢ istotnie od pacjentdw z grupy kontrolnej. Réwniez nie zaobserwowano zmian

w ekspresji genu mierzonej na poziomie mRNA.
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Rysunek 43. Wzgledna ekspresja RNA (A) i stezenie biatka (B) CYP2B6 w tkance
watrobowej, w przebiegu wirusowego zapalenia watroby typu C: HCV (n=58), z
uwzglednieniem podziatu wedtug skali Child-Pugh’a: A (n=30), B (n=21), C (n=7) w
porownaniu do tkanki watrobowej stanowigcej probe kontrolng CTRL (n=20). Do
wygenerowania danych uzyto wykreséw typu boxplot, uwzgledniajqcych: mediane (linia pozioma) oraz pierwszy
kwartyl Q1 (dot pudetka) i trzeci kwartyl Q3 (gora pudetka), a takze minimalne i maksymalne wartosci (wgsy)
oraz sredniq (znak +). Do analizy statystycznej zastosowano test Kruskala-Willisa oraz test Dunn. Przyjeto

nastepujqcq skale istotnosci statystycznej roznice istotne: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Dla CYP2C8 (rysunek 44) réwniez nie zaobserwowano istotnych zmian w zawartos$ci
biatka, mimo wystepowania istotnych réznic w poziomie ekspresji mRNA: HCV (mniejsza o
43% w pordéwnaniu do kontroli), CH-P A (0 43%), CH-P B (0 43%) i CH-P C (0 66%).
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Rysunek 44. Poziom ekspresji (Rys. A.) i stezenie biatka (Rys.B.) CYP2C8 w tkance
watrobowej, w przebiegu wirusowego zapalenia watroby typu C: HCV (n=58), z
uwzglednieniem podziatu wedtug skali Child-Pugh’a: A (n=30), B (n=21), C (n=7)

w poréwnaniu do tkanki watrobowej stanowigcej probe kontrolng CTRL (n=20). Do
wygenerowania danych uzyto wykresow typu boxplot, uwzgledniajgcych: mediane (linia pozioma) oraz pierwszy
kwartyl Q1 (dot pudetka) i trzeci kwartyl Q3 (gora pudetka), a takze minimalne i maksymalne wartosci (wgsy)
oraz sredniq (znak +). Do analizy statystycznej zastosowano test Kruskala-Willisa oraz test Dunn. Przyjeto

nastepujqcq skale istotnosci statystycznej: roznice istotne: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Zawarto$¢ biatka dla CYP2C9 (rysunek 45) takze nie byta zmieniona w$rdd pacjentow
z HCV w poroéwnaniu do grupy kontrolnej. W poziomie ekspresji mRNA najwigksze istotne

zmiany zaobserwowano w przypadku CH-P A (wigksza 0 43%), w stosunku do kontroli.
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Rysunek 45. Wzgledna ekspresja RNA (A) i stezenie biatka (B) CYP2C9 w tkance
watrobowej, w przebiegu wirusowego zapalenia watroby typu C: HCV (n=58), z
uwzglednieniem podziatu wedtug skali Child-Pugh’a: A (n=30), B (n=21), C (n=7) w
poréwnaniu do tkanki watrobowej stanowigcej probe kontrolng CTRL (n=20). Do
wygenerowania danych uzyto wykreséw typu boxplot, uwzgledniajgcych: mediang (linia pozioma) oraz pierwszy
kwartyl Q1 (dot pudelka) i trzeci kwartyl O3 (géra pudelka), a takze minimalne i maksymalne wartosci (wasy)

oraz Sredniq (znak +). Do analizy statystycznej zastosowano test Kruskala-Willisa oraz test Dunn. Przyjeto

nastepujgcq skalg istotnosci statystycznej: roznice istotne: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

W przypadku CYP2C19 (rysunek 46 ) zaobserwowano istotnie mniejsze stezenia biatka
dla klasy B Ch-P, w poréwnaniu z grupa kontrolng (o 65%). Istotnie mniejsze stgzenie biatka
zaobserwowano rowniez dla catej grupy HCV (o 49%).W przypadku ekspresji mRNA
zaobserwowano istotne réznice — obnizenie zawartosci mRNA dla grup: HCV (o0 69%), CH-P

A (0 69%), CH-P B (0 69%), w stosunku do prob kontrolnych.
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Rysunek 46. Wzgledna ekspresja RNA (A) i stezenie biatka (B) CYP2C19 w tkance
watrobowej, w przebiegu wirusowego zapalenia watroby typu C: HCV (n=58), z
uwzglednieniem podziatu wedtug skali Child-Pugh’a: A (n=30), B (n=21), C (n=7) w
porownaniu do tkanki watrobowej stanowiacej probe kontrolng CTRL (n=20). Do
wygenerowania danych uzyto wykreséw typu boxplot, uwzgledniajgcych: mediang (linia pozioma) oraz pierwszy
kwartyl Q1 (dot pudetka) i trzeci kwartyl Q3 (gora pudelka), a takze minimalne i maksymalne wartosci (wgsy)
oraz Sredniq (znak +). Do analizy statystycznej zastosowano test Kruskala-Willisa oraz test Dunn. Przyjeto

nastepujgcq skalg istotnosci statystycznej: roznice istotne: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

W przypadku CYP2D6 (rysunek 47), zawartos¢ biatka nie byla zmieniona u pacjentéw
z HCV na poszczegolnych stadiach niewydolnosci watroby, ani tez nie zaobserwowano
istotnych zmian w ekspresji genow mierzonej na poziomie mRNA, poza 1aczng analizg cate;j

grupy HCV (warto$¢ mniejsza o 40%), w stosunku do grupy kontrolne;.
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Rysunek 47. Poziom ekspresji (Rys. A.) i stezenie biatka (Rys.B.) CYP2D6 w tkance
watrobowej, w przebiegu wirusowego zapalenia watroby typu C: HCV (n=58), z
uwzglednieniem podziatu wedtug skali Child-Pugh’a: A (n=30), B (n=21), C (n=7) w
poréwnaniu do tkanki watrobowej stanowigcej probg kontrolng CTRL (n=20). Do
wygenerowania danych uzyto wykreséw typu boxplot, uwzgledniajqcych: mediane (linia pozioma) oraz pierwszy
kwartyl Q1 (dot pudelka) i trzeci kwartyl O3 (géra pudelka), a takze minimalne i maksymalne wartosci (wgsy)

oraz sredniq (znak +). Do analizy statystycznej zastosowano test Kruskala-Willisa oraz test Dunn. Przyjeto

nastepujgcq skalg istotnosci statystycznej: roznice istotne: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

W odniesieniu do CYP2E1 (rysunek 48) zaobserwowano znaczaco nizsze wartosci
stezenia biatka w poréwnaniu do prob kontrolnych w przypadku klasy B Ch-P (az o 54%), co
byto zgodne z wynikami pomiaru ekspresji mRNA, w ktorym odnotowano istotnie nizsze
wartosci dla wszystkich grup: HCV (o 55%), CH-P A (0 55%), CH-P B (0 55%), CH-P C (o

61%), w stosunku do préb kontrolnych.
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Rysunek 48. Wzgledna ekspresja RNA (A) i stezenie biatka (B) CYP2E1 w tkance
watrobowej, w przebiegu wirusowego zapalenia watroby typu C: HCV (n=58), z
uwzglednieniem podziatu wedtug skali Child-Pugh’a: A (n=30), B (n=21), C (n=7) w
porownaniu do tkanki watrobowej stanowiacej probe kontrolng CTRL (n=20). Do
wygenerowania danych uzyto wykreséw typu boxplot, uwzgledniajgcych: mediang (linia pozioma) oraz pierwszy
kwartyl Q1 (d61 pudelka) i trzeci kwartyl Q3 (g6ra pudeltka), a takie minimalne i maksymalne wartosci (wqsy)
oraz $redniq (znak +). Do analizy statystycznej zastosowano test Kruskala-Willisa oraz test Dunn. Przyjeto
nastepujgeq skale istotnosci statystycznej: réznice istotne: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Dla prob pochodzacych od pacjentow sklasyfikowanych jako klasa B w skali Ch-P
—w przypadku CYP3A4 (rysunek 49) zaobserwowano istotnie nizsze st¢zenie biatka (o 34%
w stosunku do kontroli). W przypadku ekspresji mRNA, zaobserwowano istotnie nizsze

warto$ci W tacznej analizie catej grupy HCV (0 56%), w stosunku do kontroli.
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Rysunek 49. Wzgledna ekspresja RNA (A) i stezenie biatka (B) CYP3A4 w tkance
watrobowej, w przebiegu wirusowego zapalenia watroby typu C: HCV (n=58), z
uwzglednieniem podziatu wedtug skali Child-Pugh’a: A (n=30), B (n=21), C (n=7) w
porownaniu do tkanki watrobowej stanowiacej probe kontrolng CTRL (n=20). Do
wygenerowania danych uzyto wykreséw typu boxplot, uwzgledniajgcych: mediane (linia pozioma) oraz pierwszy
kwartyl Q1 (d61 pudelka) i trzeci kwartyl Q3 (g6ra pudetka), a takie minimalne i maksymalne wartosci (wqsy)

oraz Sredniq (znak +). Do analizy statystycznej zastosowano test Kruskala-Willisa oraz test Dunn. Przyjeto

nastepujqcq skale istotnosci statystycznej: roznice istotne: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Dla biatka CYP3AS5 (rysunek 50) nie zaobserwowano istotnych zmian w stezeniu
w grupie HCV ani w podgrupach o ré6znym nasileniu niewydolnosci watroby, w poréwnaniu
do prob kontrolnych. Ekspresja genu byta istotnie mniejsza w grupie CH-P C, w poréwnaniu z

kontrola.
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Rysunek 50. Wzgledna ekspresja RNA (A) i stezenie biatka (B) CYP3AS w tkance
watrobowej, w przebiegu wirusowego zapalenia watroby typu C: HCV (n=58), z
uwzglednieniem podziatu wedtug skali Child-Pugh’a: A (n=30), B (n=21), C (n=7) w
poréwnaniu do tkanki watrobowej stanowigcej probg kontrolng CTRL (n=20). Do
wygenerowania danych uzyto wykreséw typu boxplot, uwzgledniajgcych: mediane (linia pozioma) oraz pierwszy
kwartyl Q1 (dol pudetka) i trzeci kwartyl Q3 (gora pudelka), a takze minimalne i maksymalne wartosci (wgsy)

oraz sredniq (znak +). Do analizy statystycznej zastosowano test Kruskala-Willisa oraz test Dunn. Przyjeto

nastepujqcq skale istotnosci statystycznej: roznice istotne: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Zawarto$¢ biatka UGTIA1 (rysunek 51) byla istotnie wigksza (o 163% w stosunku
do prob kontrolnych), w przypadku préb pochodzacych od pacjentéw zaklasyfikowanych jako
A w skali Ch-P. Laczna analiza wszystkich prob od pacjentow z HCV wykazata, ze zawarto$¢
biatka UGT1A1 byla wyzsza w poréwnaniu do grupy kontrolnej, co jednak nie wynikato

ze zwigkszonej ekspresji genu mierzonej na poziomie mRNA.
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Rysunek 51.Wzgledna ekspresja RNA (A) i stezenie biatka (B) UGT1A1 w tkance
watrobowej, w przebiegu wirusowego zapalenia watroby typu C: HCV (n=58),

z uwzglednieniem podziatu wedtug skali Child-Pugh’a: A (n=30), B (n=21), C (n=7)
w poroéwnaniu do tkanki watrobowej stanowigcej probe kontrolng CTRL (n=20).

Do wygenerowania danych uzyto wykresow typu boxplot, uwzgledniajgcych: mediang (linia pozioma) oraz

pierwszy kwartyl Q1 (dot pudetka) i trzeci kwartyl Q3 (gora pudetka), a takze minimalne i maksymalne wartosci

(wgsy) oraz Sredniq (znak +). Do analizy statystycznej zastosowano test Kruskala-Willisa oraz test Dunn.

Przyjeto nastepujgcq skale istotnosci statystycznej: roznice istotne: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Zawarto$¢ biatka UGT1A3 (rysunek 52) byla istotnie mniejsza (o 69%), w stosunku

do kontroli, w prébach klasy B Ch-P. Zaobserwowano réwniez znaczacO nizsza ekspresje

mRNA dla wszystkich grup, w poréwnaniu do kontroli.
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Rysunek 52. Wzgledna ekspresja RNA (A) i stezenie biatka (B) UGT1A3 w tkance
watrobowej, w przebiegu wirusowego zapalenia watroby typu C: HCV (n=58),

z uwzglednieniem podziatu wedtug skali Child-Pugh’a: A (n=30), B (n=21), C (n=7)
w poréwnaniu do tkanki watrobowej stanowigcej probe kontrolng CTRL (n=20).

Do wygenerowania danych uzyto wykresow typu boxplot, uwzgledniajqcych: mediang (linia pozioma) oraz
pierwszy kwartyl Q1 (dot pudetka) i trzeci kwartyl Q3 (gora pudetka), a takze minimalne i maksymalne wartosci
(wqsy) oraz Srednig (znak +). Do analizy statystycznej zastosowano test Kruskala-Willisa oraz test Dunn.

Przyjeto nastepujgcq skale istotnosci statystycznej: roznice istotne: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Zawarto$¢ biatka UGT2B7 (rysunek 53) byla istotnie nizsza, w stosunku do kontroli,
we wszystkich grupach: HCV (o 38%), CH-P A (o0 7,7%), CH-P B (0 41%), CH-P C (0 76%).
Zaobserwowano rowniez znaczace obnizenie ekspresji mRNA dla wszystkich grup,

w poréwnaniu do kontroli: HCV (o0 56%), CH-P A (0 52%), CH-P B (0 53%), CH-P C (0 81%).
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Rysunek 53. Wzgledna ekspresja RNA (A) i stezenie biatka (B) UGT2B7 w tkance
watrobowej, w przebiegu wirusowego zapalenia watroby typu C: HCV (n=58),

z uwzglednieniem podziatu wedtug skali Child-Pugh’a: A (n=30), B (n=21), C (n=7)

w porownaniu do tkanki watrobowej stanowigcej probe kontrolng CTRL (n=20).

Do wygenerowania danych uzyto wykreséw typu boxplot, uwzgledniajgcych: mediane (linia pozioma) oraz
pierwszy kwartyl Q1 (dol pudelka) i trzeci kwartyl O3 (g6ra pudelka), a takze minimalne i maksymalne wartosci
(wgsy) oraz Srednig (znak +). Do analizy statystycznej zastosowano test Kruskala-Willisa oraz test Dunn.

Przyjeto nastepujqgcq skale istotnosci statystycznej: roznice istotne: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Zawarto$¢ biatka UGT2B15 (rysunek 54) byla istotnie nizsza, w stosunku do kontroli,
w grupie HCV (o0 28%). Zaobserwowano rowniez znaczac0 nizsza ekspresje mMRNA w obrebie

grup: HCV (0 30%), CH-P A (0 61%), w porownaniu do kontroli.
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Rysunek 54. Wzgledna ekspresja RNA (A) i stezenie biatka (B) UGT2B15 w tkance
watrobowej, w przebiegu wirusowego zapalenia watroby typu C: HCV (n=58),

z uwzglednieniem podziatu wedtug skali Child-Pugh’a: A (n=30), B (n=21), C (n=7)
w poréwnaniu do tkanki watrobowej stanowigcej probe kontrolng CTRL (n=20).

Do wygenerowania danych uzyto wykresow typu boxplot, uwzgledniajgcych: mediane (linia pozioma) oraz
pierwszy kwartyl Q1 (dot pudetka) i trzeci kwartyl Q3 (gora pudetka), a takze minimalne i maksymalne wartosci
(wqsy) oraz Srednig (znak +). Do analizy statystycznej zastosowano test Kruskala-Willisa oraz test Dunn.

Przyjeto nastegpujqgcq skale istotnosci statystycznej: roznice istotne: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

5.2.Analiza Kkorelacji pomiedzy ekspresja mRNA badanych genéw a zawartoscia
bialka

Na rysunkach 55 — 68, przedstawiono wykresy korelacji ekspresji mRNA i zawarto$ci

biatka badanych genow (CYP1AL, CYP1A2, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19,

CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4, CYP3A5, UGT1Al, UGT1A3, UGT2B7, UGT2B15) w grupie
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pacjentow z HCV (n=58). Wyniki wykazaly pozytywna korelacje dla wszystkich
analizowanych biatek, co oznacza, ze wraz ze wzrostem ekspresji mRNA, wzrastata réwniez
zawarto$¢ biatka kodowanego przez wszystkie analizowane geny. Warto$¢ wspdtczynnika

korelacji R wskazuje na rozng site tej zalezno$ci w przypadku poszczegdlnych gendow.
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Rysunek 55. Analiza korelacji pomiedzy ekspresja mRNA, a poziomem ekspresji biatka dla
genu CYP1A1l.

Na rysunku 55. przedstawiono korelacj¢ pomigdzy ekspresja mRNA i st¢zeniem biatka
CYP1Al. Kazdy punkt danych reprezentuje par¢ wartosci dla stgzenia mRNA i biatka i sg one
naniesione na plaszczyzne kartezjanskg (na tym 1 kolejnych wykresach). Na rysunku
przedstawiono dodatnig korelacje pomigdzy poziomem ekspresji mRNA 1 biatka dla genu

CYP1AL, o duzej istotnosci (p<0.001) wspotczynnika R korelacji Spearmana (0,63).
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Rysunek 56. Analiza korelacji pomiedzy ekspresja mRNA, a poziomem ekspresji biatka dla
genu CYP1A2.

Na rysunku 56. przedstawiono korelacje pomigdzy ekspresja mRNA 1 st¢zeniem biatka
CYP1A2. Wykazano silng, dodatnig korelacj¢ pomigdzy poziomem ekspresji mRNA i bialka
dla genu CYP1A2, charakteryzujacg si¢ duza, istotnie statystycznie (p<001) warto$cig dodatnig

(0,72) wspotczynnika R korelacji Spearmana.
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Rysunek 57. Analiza korelacji pomiedzy ekspresja mRNA, a poziomem ekspresji biatka dla
genu CYP2B6.

Na rysunku 57. przedstawiono korelacj¢ pomigdzy ekspresja mRNA 1 st¢zeniem biatka
w genie CYP2B6. Na rysunku przedstawiono umiarkowanie silng korelacje pomigdzy
poziomem ekspresji mRNA i biatka dla genu CYP2B6, charakteryzujaca si¢ istotnie
statystyczng (p<0.001) wartoscig dodatnig (0,43) wspotczynnika R korelacji Spearmana.
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Rysunek 58. Analiza korelacji pomiedzy ekspresja mRNA, a poziomem ekspresji biatka dla
genu CYP2C8.

Wykres (rysunek 58) przedstawia korelacj¢ miedzy poziomem ekspresji mRNA,
a stezeniem biatka dla genu CYP2C8. Wykazano staba, pozytywna korelacje miedzy
zawartoscig MRNA i biatka. Obliczajac wspotczynnik korelacji R Spearmana, otrzymano
warto$¢ 0,2, co oznacza niewielka pozytywna korelacje. Warto$¢ p jest mniejsza niz 0,079, co

oznacza, ze korelacja jest marginalnie statystycznie istotna.
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Rysunek 59. Analiza korelacji pomiedzy ekspresja mRNA, a poziomem ekspresji biatka dla
genu CYP2C9.

Wykres (rysunek 59) przedstawia korelacje migdzy poziomem mRNA 1 zawarto$cig
biatka dla genu CYP2C9. Miedzy poziomem stezeniem MRNA i biatka wystepuje staba
dodatnia korelacja, na co wskazuje warto$¢ R Spearmana wynoszaca 0,25. Warto$¢ p mniejsza

niz 0,029 wskazuje, ze ta korelacja jest statystycznie istotna.
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Rysunek 60. Analiza korelacji pomiedzy ekspresja mRNA, a poziomem ekspresji biatka dla
genu CYP2C109.

Wykres (rysunek 60) przedstawia korelacj¢ migdzy poziomem ekspresji mRNA
i zawarto$cig biatka dla genu CYP2C19. Pomigdzy poziomem ekspresji mRNA i zawartoscia
biatka wystepuje staba dodatnia korelacja, co wskazuje warto$¢ R Spearmana wynoszaca 0,27.

Warto$¢ p, mniejsza niz 0,02, wskazuje, ze ta korelacja jest statystycznie istotna.
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Rysunek 61. Analiza korelacji pomiedzy ekspresja mRNA, a poziomem ekspresji biatka dla
genu CYP2D6.

Wykres (rysunek 61) przedstawia korelacje miedzy zawartoscia MRNA i biatka dla
genu CYP2D6. Migdzy poziomem ekspresji mRNA 1 bialka istnieje pozytywna korelacja.
Warto$¢ R Spearmana, wynoszaca 0,44, wskazuje na umiarkowana korelacj¢, a wartos¢ p,

mniejsza niz 0,001, wskazuje, ze ta korelacja jest istotna statystycznie.
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Rysunek 62. Analiza korelacji pomiedzy ekspresja mRNA, a poziomem ekspresji biatka dla
genu CYP2EL.

Rysunek 62 przedstawia korelacje miedzy poziomem mRNA i zawartoscig biatka
dla genu CYP2E1. Migdzy stezeniem mRNA i biatka wystepuje staba dodatnia korelacja, co

wskazuje wartosé R Spearmana wynoszaca 0,21. Warto$¢

p mniejsza niz 0,016 - wskazuje, ze ta korelacja jest statystycznie istotna.
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Rysunek 63. Analiza korelacji pomiedzy ekspresja mRNA, a poziomem ekspresji biatka dla
genu CYP3A4.

Wykres (rysunek 63) przedstawia korelacje miedzy zawartoscia mMRNA
i biatka dla genu CYP3A4. Miedzy stgzeniem mRNA i biatka wystgpuje dos¢ silna dodatnia
korelacja, na co wskazuje wartos¢ R Spearmana wynoszaca 0,6. Wartos¢ p, mniejsza niz 0,001,

wskazuje, ze ta korelacja jest statystycznie istotna.
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Rysunek 64. Analiza korelacji pomiedzy ekspresja mRNA, a poziomem ekspresji biatka dla
genu CYP3AS5.

Wykres (rysunek 64) przedstawia korelacje miedzy zawartoscia mMRNA
i biatka dla genu CYP3A5. Wykazano umiarkowang, dodatnig korelacje miedzy stezeniem
MRNA i zawartos$cig biatka, co potwierdza warto$¢ R Spearmana, wynoszaca 0,58. Wartos¢ p,

mniejsza niz 0,001, wskazuje, ze ta korelacja jest silnie istotna statystycznie.
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Rysunek 65. Analiza korelacji pomiedzy ekspresja mRNA, a poziomem ekspresji biatka dla

genu UGT1AL.
Wykres (rysunek 65) przedstawia korelacje migdzy zawarto$cia mMRNA

i biatka dla genu UGT1A1l. Wykazano na dodatnig korelacj¢ migdzy stezeniem mRNA i

zawartos$cig biatka, co potwierdza warto$¢ R Spearmana, wynoszaca 0,3. Wartos¢ p, mniejsza

niz 0,008, wskazuje, ze ta korelacja jest statystycznie istotna.

93



R=037, p=0.001 o

0.4+

RNA

0 200 400 600
Biatko

Rysunek 66. Analiza korelacji pomiedzy ekspresja mRNA, a poziomem ekspresji biatka dla
genu UGT1A3.

Wykres (rysunek 66) przedstawia korelacje migdzy zawartoscia mMRNA
i biatka dla genu UGT1A3. Wykazano dodatnig korelacj¢ miedzy stgzeniam MRNA a
zawarto$cig biatka, co potwierdza warto$¢ R Spearmana, wynoszaca 0,37. Wartos¢ p, mniejsza

niz 0,001, wskazuje, ze ta korelacja jest statystycznie istotna.
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Rysunek 67. Analiza korelacji pomiedzy ekspresja mRNA, a poziomem ekspresji biatka dla
genu UGT2B7.

Wykres (rysunek 67) przedstawia korelacje migdzy zawartoscia mMRNA
i biatka dla genu UGT2B7. Wykazano dodatnig korelacje migdzy stgzeniem mRNA i biatka w
tym genie, co potwierdza warto$¢ R Spearmana wynoszaca 0,4. Wartos$¢ p, mniejsza niz 0,001,

wskazuje, ze ta korelacja jest statystycznie istotna.
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Rysunek 68. Analiza korelacji pomiedzy ekspresja mRNA, a poziomem ekspresji biatka dla
genu UGT2B15.

Wykres (rysunek 68) przedstawia korelacje migdzy zawartoScia MRNA,
i biatka dla genu UGT2B15. Wykazano dodatnig korelacj¢ migdzy stezeniem mMRNA
I zawarto$cig bialka, co potwierdza wartos¢ wspotczynnika korelacji rangowej
R Spearmana,wynoszacej 0,31. Wartos¢ p, rowna 0,005, wskazuje, ze ta korelacja jest istotna

statystycznie.

5.3.Analiza zwiazku pomiedzy wybranymi wariantami genetycznymi, a ekspresja
genéw zwigzanych z metabolizmem lekéw oceniona na poziomie

mRNA i bialka
Na rysunkach 69-71 przedstawiono wyniki analizy, w ktorej badano zalezno$¢ miedzy
wybranymi wariantami genetycznymi, a ekspresja genéw zwigzanych z metabolizmem lekow
(CYP3A5, CYP2C19, CYP2D6) na poziomie mRNA i biatka w grupie pacjentow z HCV

(n=58). Geny te wybrano do analizy, poniewaz charakteryzuja si¢ one obecno$cig czestych
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w populacji polskiej wariantow, ktore moga wplynac na ilo$¢ biatka, tj. zmian zaburzajacych
sktadanie mRNA (splicing defect), zmieniajacych ramke odczytu (frameshift) czy tez duzych
delecji 1 duplikacji genu. Poniewaz w niniejszej pracy nie badano swoistej aktywnos$ci
enzyméw, w analizie genetycznej nie uwzgledniono zmian typu missense, obecnych np.
w genie CYP2C9. W przeprowadzonej analizie zidentyfikowano istotne roznice w ekspres;ji

mRNA i biatka miedzy prébami o r6znym genotypie.
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Rysunek 69. Roznice w ekspresji mRNA (A) oraz zawartosci biatka (B)
w zaleznosci od genotypu (genetycznie uwarunkowana aktywnos¢ enzymu) dla genu CYP2D6.
EM-extensive metabolizer, IM-intermediate metabolizer, PM-poor metabolizer, UM-ultrarapid

metabolizer.

Na wykresie (rysunek 69) przedstawiono eckspresje genu CYP2D6 mierzong na

poziomie MRNA oraz biatka, w zaleznosci od genotypu (EM, IM, PM, UM).
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Na potrzeby niniejszej analizy pacjentow podzielono na grupy w zaleznoS$ci
od genotypu: EM (n=26, extensive metabolizer) - pacjenci z dwoma allelami CYP2D6 typu
dzikiego (*1/*1); IM ((n=18, intermediate metabolizer) - pacjenci z jednym allelelem typu
dzikiego i1 jednym kodujacym enzym nieaktywny (*1/*3, *1/*4, *1/*5); PM (n=3, poor
metabolizers) - pacjenci z dwoma nieaktywnymi kopiami genu (*3/*4, *4/*4, *4/*5); UM
(n=7, ultrarapid metabolisers) - pacjenci z wigcej niz dwoma kopiami aktywnymi genu
CYP2D6 (*1/*1x2). W przypadku ekspresji mRNA (po lewej stronie wykresu) wykazano
istotne mniejsza ekspresj¢ genu dla genotypéw IM i PM, w poréwnaniu do grupy EM.
Ekspresja w grupie UM byla znaczgco wyzsza w porownaniu do PM. Genotypy EM i UM
charakteryzowaty si¢ najwyzsza ekspresja mRNA i1 zawartos$cig biatka, genotyp IM posrednia,
a PM - najnizszag. W analizie RNA wykazano istotne statystycznie réznice pomigdzy grupami
(IM vs EM pe=0,02, PM vs EM p=0,004, PM vs UM p=0,003) Wartos¢ p dla porownania UM
vs EM wynosita p=0,07. Istotne byly rowniez zalezne od genotypu réznice w zawartos$ci biatka
(IM vs EM p=0,019, PM vs EM p=0,026, IM vs UM p=0,05, PM vs UM p=0,02), a zawartos¢
biatka zwigkszata si¢ w grupach wraz ze zwigkszajaca si¢ liczbg funkcjonalnych kopii genu

CYP2D6 (PM<IM<EM<UM).
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Rysunek 70. Réznice w ekspresji mRNA (A) oraz zawartosci biatka (B) w zaleznosci
od genotypu dla genu CYP2C109.

Na wykresie (rysunek 70) przedstawiono ekspresje genu CYP2C19 mierzong na
poziomie mRNA oraz biatka w zaleznosci od genotypu (*1/*1, *2/*17- NM (n=38), *1/*17,
*17/*17-EM (n=13), *1/*2, *2/*2- PM (n=4)). Allel *1 koduje enzym o0 niezmienionej
aktywnosci, allel *2 zwigzany jest z zaburzeniem sktadania mRNA (splicing defect), a dla allela

*17 stwierdzono podwyzszong aktywnos$¢ transkrypcyjnag [148].

W przypadku ekspresji mRNA wykazano istotne réznice pomigdzy genotypami *1/*17
1 *17/*17. Genotypy *1/*17 1 *2/*17 charakteryzowaly si¢ najwyzsza ekspresja mRNA lecz
nie najwyzsza zawartoscig biatka. W analizie RNA wykazano istotne statystycznie rdéznice
pomiedzy genotypami. *1/*17 oraz *17/*17 (p=0,027). Dla genu CYP2C19 nie stwierdzono
genetycznie uwarunkowanych réznic w zawarto$ci biatka w watrobie. Nalezy zauwazy¢, ze w

badanej grupie tylko jeden pacjent charakteryzowal si¢ genotypem *2/*2 — genetycznie
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uwarunkowanym brakiem aktywnos$ci enzymu i dla tego pacjenta stezenie biatka byto ponizej

progu detekcji, natomiast uniemozliwito to analiz¢ statystyczng genotypu *2/*2.
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Rysunek 71. Roéznice w ekspresji mRNA (A) oraz zawartosci biatka (B)
w zaleznos$ci od genotypu dla genu CYP3A5.

Na wykresie (rysunek 71) przedstawiono poziom ekspresji mRNA oraz zawarto$¢
biatka CYP3AS dla genotypow: *1/*3 (n=7) (z jedna funkcjonalng kopig genu CYP3A5,
tzw. expressers) i *3/*3 (n=47, brak funkcjonalnej kopii genu, tzw. non-expressers) . Wyniki
analizy jednoznacznie wskazuja, ze ekspresja genu i zawarto$¢ biatka dla tego izoenzymu
CYP450 zalezg przede wszystkim od czynnikow genetycznych. Warto$¢ p uzyskana z analizy
statystycznej przeprowadzonej pomiedzy genotypami dla ekspresji mRNA wynosita 2,410,

a dla zawartosci biatka wynosita 1,297*1078,

Uzyskane wyniki badan, zostaly opublikowane w duzej czg¢sci w artykule: Marek

Drozdzik, Joanna Lapczuk-Romanska, Christoph Wenzel, Lukasz Skalski, Sylwia Szelag-
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Pieniek, Mariola Post, Arkadiusz Parus, Marta Syczewska, Mateusz Kurzawski, Stefan Oswald.
Protein Abundance of Drug Metabolizing Enzymes in Human Hepatitis C Livers. Int. J. Mol.
Sci. 24, 4543. 2023. W pracy tej nie przedstawiono wszystkich wynikoéw badan genetycznych,

zawartych w niniejszej rozprawie.

6. DYSKUSJA

Dzi¢ki rozwojowi medycyny i nauk pokrewnych, obecnie wiele chorob infekcyjnych,
niegdy$ stanowigcych w znakomitej wiekszos$ci $miertelne zagrozenie dla zycia cztowieka,
obecnie zostalo wyeliminowanych lub ich wystepowanie zostalo znaczaco ograniczone.
Rozwoj poszczegolnych dziedzin nauki umozliwit z jednej strony zidentyfikowanie zagrozenia
i doktadne zbadanie drog jego rozprzestrzeniania (jak na przyktad wiedza dotyczaca budowy
i funkcji wiruséw), a z drugiej doprowadzit do wdrozenia odpowiednich dziatan w kontrze do

zagrozenia (leczenie farmakologiczne, dzialania prewencyjne).

Jednym z grozniejszych niebezpieczenstw zdrowotnych obecnych czasow, z ktorym
nadal zmaga si¢ $wiat nauki, jest zakazenie wirusem HCV 1 jego nastgpstwa. Wiadomym jest,
ze w trakcie rozwoju zapalenia watroby dochodzi do zaburzenia funkcji dziatania tego narzadu,
co z kolei ma wplyw na farmakokinetyke wielu lekow, a co za tym idzie na skutecznos¢ leczenia
i bezpieczenstwo zastosowanej terapii farmakologicznej. Ze wzgledu na kwestie etyczne
i techniczne, zwigzane z prowadzeniem badan klinicznych, informacje na temat
biotransformacji lekéw w stanach patologicznych watroby sg nieliczne, a te, ktore zostaly

opublikowane wymagajg dalszego poszerzania.

Wirus zapalenia watroby typu C (HCV) jest matym wirusem RNA, wykazujacym
tropizm do komorek hepatocytarnych. Po zakazeniu tych komorek, wirus replikuje si¢ 1 lokalnie
wywoluje odpowiedZz immunologiczng, ktéra ostatecznie uszkadza watrobe, prowadzac

do rozwoju marskosci i/lub raka watrobowokomaorkowego [146].

W ostatniej dekadzie, nastapil znaczny postep w rozwoju nowych opcji leczenia HCV,
szczegolnie w konsekwencji opracowania i1 rejestracji bezposrednio dziatajacych lekow
przeciwwirusowych (DAA). Te innowacyjne leki spowodowaly znaczng poprawg wynikéw
farmakoterapii pacjentow z HCV. Skutecznos¢ tych lekow nadal jednak, w duzej mierze, zalezy

od genotypu wirusa HCV, a duza szybko$¢ replikacji wirusa (w polaczeniu z czestym
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pojawianiem si¢ kolejnych mutacji), znaczagco wptywa na niekorzy$¢ nowych form terapii
[146]. Wiadomo, ze bezposrednio dziatajace leki przeciwwirusowe, dostgpne obecnie
w leczeniu zakazenia wirusem zapalenia watroby typu C sa metabolizowane przez enzymy
zlokalizowane gléwnie w watrobie 1 jelicie. DAA stanowig substraty roznych izoenzymow
uktadu cytochromu P450, w tym CYP1A2, CYP2B6, CYP2CS8, CYP2C19 i CYP3A4, czy
CYP3AS. Do lekdéw begdacych substratami tych enzymow naleza migdzy innymi: pibrentaswir,
welpataswir, dasabuwir, simeprewir, glecaprewir, grazoprewir, woksilaprewir, czy elbaswir
[150].

Oproécz tego, ze wymienione powyzej leki mogg stanowi¢ substraty dla tych enzymow,
niektore z DAA wykazuja réwniez aktywno$¢ hamujaca wobec tych enzymoéw,
co sprawia, ze wzajemne oddzialywanie miedzy enzymem, substratem i inhibitorem jest
bardziej ztozone. Na przyktad glekaprewir, pibrentaswir, asunaprewir, daklataswir, dasabuwir,
elbaswir, grazoprewir, paritaprewir, simeprewir i welpataswir zostaly zidentyfikowane jako
inhibitory enzymatyczne. Ponadto stwierdzono, ze glekaprewir i pibrentaswir hamuja enzym

UGT1AL [154, 155].

Identyfikacja enzymow bioracych udziat w metabolizmie DAA jest kluczowa
dla zrozumienia interakcji lekowych, ktéore moga wystapi¢ podczas leczenia. Ponadto
aktywno$¢ hamujaca niektorych DAA wobec tych enzyméw moze mie¢ réwniez istotne
implikacje kliniczne i1 powinna by¢ brana pod uwage przy wyborze schematu leczenia

zakazenia HCV [152-154].

Wedhug dostgpnych informacji o antywirusowych produktach leczniczych
(dla niektorych DAA) istnieja ograniczone informacje dotyczace ich bezpieczenstwa
1 skutecznos$ci u pacjentéw z umiarkowanym lub ciezkim uposledzeniem czynnosci watroby
spowodowanym zakazeniem wirusem zapalenia watroby typu C (skala B lub C w skali Childa-
Pugha). Powodem tego sa przede wszystkim obawy etyczne i wyzwania metodologiczne

zwigzane z prowadzeniem badan wsrdd pacjentdw z bardziej zaawansowanym stopniem

choroby [20].

Organy regulacyjne, takie jak Europejska Agencja Lekow (EMA) oraz Amerykanska
Agencja ds. Zywnosci i Lekéw (FDA), zalecaja jednak prowadzenie badan
farmakokinetycznych u pacjentow z uposledzong czynno$cig watroby, gdy istnieja powody, by
sadzi¢, ze zaburzenia czynno$ci watroby moga istotnie wptywac na farmakokinetyke leku,
szczegdlnie w odniesieniu do tempa ich metabolizmu. [20, 21]. Dlatego tez, cho¢
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bezpieczenstwo 1 skutecznos¢ DAA u pacjentow zakazonych HCV z umiarkowanymi lub
cigzkimi zaburzeniami czynno$ci watroby nie zostaly w pelni zbadane, organy regulacyjne
zalecaja przeprowadzenie badan farmakokinetycznych w tych grupach, aby oceni¢ potencjalny
wplyw zaburzen czynno$ci watroby na metabolizm lekow, dzigki czemu bedzie mozna uzyskac
pelniejsze informacje na temat stworzenia zalecen dotyczacych indywidualnego dawkowania.
Takie podej$cie zapewni mozliwos¢ optymalizacji leczenia u pacjentdow z uposledzong
czynno$cia watroby, przy jednoczesnej minimalizacji ryzyka wystapienia zdarzen
niepozadanych [20, 21]. Dane ilosciowe dotyczace zawarto$ci 1 aktywnosci enzymow
metabolizujgcych leki, w watrobach pacjentéw zakazonych HCV, moga by¢ kluczowe dla
podejmowania decyzji Klinicznych. Dodatkowo, badania farmakogenetyczne mogg pomodc
w przewidywaniu potencjalnych zagrozen zwigzanych ze zmieniong farmakokinetyka
podawanych lekow, biodostepnoscig lekow w jamie ustnej oraz interakcjami pomigdzy samymi
lekami. Badania te moga by¢ uzyteczne nie tylko w przypadku lekoéw skierowanych przeciwko
HCV, ale takze innych lekow, ktore pacjenci z HCV przyjmuja z powodu chorob
towarzyszacych [155].

Analiza przeprowadzona w niniejszej pracy wykazata, ze pogarszajaca si¢ funkcja
watroby wigze si¢ ze znacznym zmniejszeniem stezenia biatka CYP2El w klasie A,
obnizeniem CYP3A4 i UGT2B7 poczawszy od klasy B, a zawartos¢ CYP1A2, CYP2C8
i CYP2C9 byta zredukowana w watrobach z wynikiem C w klasyfikacji Childa-Pugha. Wyniki
te sugeruja, ze na st¢zenie biatka enzyméw metabolizujacych leki, wplywa zaréwno
wystepowanie patologii watroby, jak i stan funkcjonalny narzadu. Badanie to pokazuje rowniez
znaczenie uwzglednienia klasyfikacji Childa-Pugha w podejmowaniu decyzji klinicznych
u pacjentow z WZW C [155].

Niniejsza analiza stanowi kontynuacj¢ i dopelienie wcze$niejszych badan,
prowadzonych w Zaktadzie Farmakologii Do$wiadczalnej i Klinicznej PUM w Szczecinie,
dotyczacych watrobowych transporteréw lekow u pacjentow z zakazeniem HCV [155,156].
Zrozumienie  statusu  proteomicznego W  watrobie  moze  by¢  kluczowe
w przewidywaniu wplywu patologii watroby na farmakokinetyke lekdw, a takze potencjalnych
odpowiedzi terapeutycznych i dziatan niepozadanych. Poniewaz, jak wykazano w niniejszej
pracy, zawarto$¢ mRNA i biatka nie zawsze sg $cisle skorelowane w przypadku infekcji HCV,
wiarygodne informacje o ilosci biatka zapewniaja bardziej precyzyjne przewidywanie
aktywnosci enzymatycznej, niz dane o ekspresji mRNA. Potwierdzaja to wczesniejsze badania,

z ktorych wynika, ze istnieje rozbiezno$¢ migdzy ekspresjg genu enzymoéw metabolizujagcych
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leki, a zawarto$cig biatka w réznych patologiach watroby, w tym w uszkodzeniu watroby
wywolanym przez wirusy, alkoholowej chorobie watroby, autoimmunologicznym zapaleniu
watroby, pierwotnym zoélciowym zapaleniu drog zétciowych i pierwotnym stwardniajgcym

zapaleniu drog zotciowych [155].

Obecnie istnieje ograniczona liczba opublikowanych informacji na temat danych
proteomicznych enzyméw metabolizujgcych leki w odniesieniu do choréb watroby. Jak
obserwowano w cytowanej powyzej pracy [155], rozne patologie watroby mialy rozny wptyw
na zawarto$¢ enzymow I i II fazy metabolizmu lekow. Probki watroby od pacjentow z HCV,
badane wczesniej w Zaktadzie Farmakologii Do$wiadczalnej i Klinicznej (ktére obejmowaty
21 probek, uzytych we wspomnianej analizie) wykazaty, ze choroba byla zwigzana ze
znacznym spadkiem st¢zenia bialek CYP2E1, CYP3AS i1 UGT2B7, podczas gdy poziomy
CYP1A1, CYP1A2, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4, UGT1Al,
UGTI1A3 i UGT2B15 pozostaty niezmienione. Wyniki te w duzej mierze potwierdzaja
ustalenia obecnego badania, ale analiza wigkszej liczby przypadkow (n=58) ujawnila rowniez
znaczace zmniejszenie stezenia bialek w CYP1A2, CYP2C19, CYP3A4 i UGT2B15, a takze
wyrazne zwigkszenie zawarto§ci UGT1A1. Wyniki te sg zgodne z analizg proteomiczng (LC-
MS/MS) przeprowadzong przez Prasada i wsp. [145], w ktorej stwierdzono niezmieniony
poziom CYP2D6, ale zanotowano nizsze w poréwnaniu do kontroli zawartosci CYP1A2,
CYP2EL, UGT2B7 i UGT2B15 w 30 probkach watroby pobranych od pacjentow z HCV.
Obserwowane réznice W wynikach niniejszej pracy i badania Prasada i wsp. moga wynikac
z r6znic metodologicznych lub analizy tkanek watroby pochodzacych od pacjentéw o réznym
stopniu zaawansowania choroby watroby wywotanej przez HCV, ktora nie zostata
zdefiniowana w badaniu Prasada i wsp. [145]. Ponadto informacje przedstawione w obecnym
badaniu sa komplementarne z ustaleniami dotyczacymi transporterow lekéw w watrobie
u pacjentow zakazonych HCV, poniewaz do analizy wlgczono te same osoby [145]. Status
proteomiczny enzyméow metabolizujgcych leki w watrobie, zarbwno w stanie zdrowia, jak
I niewydolnosci tego narzadu dostarcza danych na temat potencjalnego wptywu patologii
watroby na farmakokinetyke lekéw, odpowiedz terapeutyczng i potencjalne dziatania

niepozadane.

Niniejsze badanie dodaje nowe informacje dotyczace zmian w zawarto$ci enzymow
metabolizujacych leki w watrobach zakazonych wirusem zapalenia watroby typu C, ktére
sg zalezne od stadium czynnos$ciowego narzadu, sklasyfikowanego wedtug skali Childa-Pugha.

Wyniki niniejszego badania pokazaty, ze w miar¢ postepu dysfunkcji watroby dochodzi do
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stopniowej ujemnej regulacji enzymow systemu metabolizujacego leki. W badaniu Frye R. et
al. [146], w ktorym raportowano wybiorczg modulacje metabolizmu mediowanego przez
cytochrom P450 w r6znych chorobach watroby, zmiany w stezeniu biatek metabolizujacych
leki byly znaczne, w wigkszosci przypadkow wykazujac ponad dwukrotne zmniejszenie
zawartosci, co moze mie¢ istotne znaczenie kliniczne. Jest to zgodne z wynikami obecnego
badania, ktore jedynie w przypadku UGT1Al wykazato znaczgce zwigkszenie zawartosci
w watrobach klasy A wg Childa-Pugha, natomiast istotnie zmniejszong zawarto$¢ licznych
pozostatych enzyméw: CYP2C19, CYP2E1, CYP3A4, UGT1A3 1 UGT2B7 w watrobach klasy
B oraz CYPI1A2 1 UGT2B7 w  watrobach  klasy C. Jednakze,
w badaniu Frye et al. nie dokonano oceny stezenia enzymdéw metabolizujacych leki
w poszczegolnych klasach niewydolnosci watroby (A, B, C) wedtug skali Childa-Pugha.
W badaniu tym, aktywno$¢ wszystkich enzymow byla znaczaco mniejsza w poréwnaniu
z kontrolg, a pacjentow podzielono na dwie (a nie trzy) grupy: z tagodna niewydolnos$cig oraz
$rednio-zaawansowang | zaawansowang Igcznie (A oraz B+C). Laczac informacje z obu prac
(niniejszej i cytowanej), mozna uzyskac szerszy obraz stanu enzymow metabolizujacych leki,
co moze pomoc w wyjasnieniu obserwowanych zmian w farmakokinetyce lekow u pacjentow
zakazonych HCV. Uzyskane w toku niniejszej pracy ilosciowe dane proteomiczne sg zgodne
z informacjami na temat zmienionej aktywnosci enzymatycznej U pacjentoéw z chorobami
watroby, np. nizszg (o 40%) aktywno$cig metaboliczng wobec chlorzoksazonu (substratu
CYP2E1) u pacjentow z umiarkowanie ciezka choroba watroby, czy tez znacznie nizszg
(0 69%) aktywno$cig metaboliczng wobec kofeiny (substrat CYP1A2) w zdekompensowanej
chorobie watroby (i brakiem zmian farmakokinetyki kofeiny w skompensowanej chorobie).
Z tej perspektywy, wyniki obecnego badania sg zgodne z danymi klinicznymi dotyczacymi
warto$ci wspotczynnikow metabolicznych dla substratow badanych enzymow (czyli, CYP1A2,
CYP2C19i CYP2EL1) [146].

Wyniki niniejszego badania dotyczace aktywnosci enzymu CYP3A4 s3 zgodne
z obserwacjami klinicznymi dotyczacymi farmakokinetyki midazolamu, ktory jest substratem
CYP3A4. W szczegolnosci, Pentikdinen i wsp. w pracy na temat: farmakokinetyki midozolamu
u pacjentow z przewlekla chorobg watroby stwierdzili, ze pacjenci z przewlekla chorobg
watroby (o nieokres$lonej etiologii) mieli istotnie wyzszg doustng biodostgpnosé (0 38%)
1 nizszy klirens catkowity leku (0 41%), pomimo braku zmian w wigzaniu z biatkami osocza

1 dystrybucji [155]. Wyniki te pokrywaja si¢ z wynikami niniejszego badania.
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Niniejsza analiza wykazata rowniez znaczacy wzrost stgzenia biatka UGTI1AI
w watrobach klasy A wg Childa-Pugha, co nie jest zgodne z wynikami badan Prasada i wsp.
[145]. Tamto badanie wykazato, ze poziom UGT1A1 byt ponizej dolnej granicy oznaczalnosci
w watrobach zakazonych HCV. Wyniki niniejszej pracy sa jednak zgodne z obserwacja
dotyczacg zmian w ekspresji genow opisanymi przez Congiu i wsp. [158], ktorzy stwierdzili
wyzszy poziom UGT1A1 we wczesnych stadiach zwtoknienia watroby, ale istotnie mniejsza
ekspresje w bardziej zaawansowanych stadiach choroby. Co ciekawe, w niniejszej pracy
wykazano, ze poziomy ekspresji mRNA UGT1A1 w watrobie byly podobne we wszystkich
klasach Childa-Pugha. Kliniczne badania farmakokinetyczne sugeruja, ze choroby watroby
zwykle nie wptywaja na szlaki glukuronidacji [159], co jest poparte obserwacjami dotyczacymi
stabilnych stezen biatek UGT1A3 i UGT1A1 w watrobach Childa-Pugha klasy B i C HCV. Do
wigkszosci badan donoszgcych o zachowaniu glukuronidacji lekéw rekrutowano jednak
pacjentoéw tylko z tagodng lub umiarkowana choroba watroby. Ostatnie doniesienia sugeruja,
ze niektore szlaki glukuronidacji moga by¢ ujemnie regulowane w bardziej zaawansowanych
stadiach niewydolno$ci watroby. Niniejsze badanie wykazalo nizsze stgzenia UGT2B7
i UGT2B15 w watrobach pacjentow z HCV, szczegdlnie w watrobach klasy C Childa-Pugha,
w poréwnaniu do kontroli. Te wyniki moga ttumaczy¢ zmniejszong glukuronidacje réznych
lekéw u pacjentow z dysfunkcjg watroby, w tym morfiny (UGT2B7), lamotryginy (UGT1A4,
UGT2B7), zidowudyny (UGT2B7), kwasu mykofenolowego (UGT1A9, UGT2B7)
i oksazepamu (UGT2B15). Nalezy zauwazy¢, ze badania in vivo z wykorzystaniem
wymienionych lekéw nie umozliwiaja oceny wpltywu choroby na zawarto$¢ i aktywno$¢
poszczegbdlnych izoform UGT, poniewaz czesto obserwuje si¢ udzial wielu izoenzymow

w metabolizmie tego samego substratu [160-164].

Ponadto w niniejszym badaniu stwierdzono, ze wyniki pomiaru stgzenia biatek
enzymOw metabolizujacych leki w grupie kontrolnej bylty w wiekszosci zgodne z wynikami
wczesniejszych doniesien. Warto jednak wspomnie¢, ze uzycie okreslonych prob watroby
kontrolnej moze w pewien sposob wplywaé na wyniki, poniewaz w przypadku wielu enzymow
metabolizujacych leki ekspresja moze bardzo r6zni¢ si¢ nawet pomigdzy osobami zdrowymi,
o tej samej plci, wieku 1 pochodzeniu etnicznym. Mozna takze przypuszczaé, ze rodzaj
analizowanej proby (cata tkanka watroby lub frakcja mikrosomalna) wykorzystywanej do
analizy proteomicznej [165], jak rowniez proces przechowywania i preparacji tkanek [166], a
takze roznice w metodyce analizy [167, 168], moga powodowaé niespojnosci w wynikach

badan. W niniejszym badaniu wyniki uzyskane dla grupy kontrolnej — prob tkanki
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pochodzacych z watrdb pacjentéw z przerzutujagcym rakiem jelita, ktore byly wolne od zmian
patologicznych, w odniesieniu do wigkszosci enzymow (np. CYP2C9, CYP2EI i CYP3A4)
byly zgodne z wynikami proteomicznymi uzyskanymi przez Vasilogianni i wsp., ktorzy

dokonali pomiaréw we frakcji mikrosomalnej [169].

W celu eliminacji wptywu czynnika etnicznego, do obecnego badania wiaczono
wylgcznie proby watrdb od pacjentow pochodzacych z populacji polskiej, nie deklarujacych
przodkow o innym pochodzeniu etnicznym. Dostgpne dane literaturowe wskazuja,
ze pochodzenie etniczne moze mie¢ wplyw na farmakokinetyke lekow, wskazujac posrednio
na roznice w aktywnosci enzymow metabolizujgcych leki pomiedzy ré6znymi populacjami
[169]. Niektore z roznic miedzyetnicznych mozna przypisa¢ polimorfizmom genetycznym,
ktore wpltywaja na zawartos¢ biatka lub aktywnos¢ enzymatyczng, np. wyzsza czestos¢ alleli
zwigzanych z wydajng ekspresja genu CYP3A5 (CYP3A53, CYP3A56, i CYP3A5*7)
u Afroamerykandbw w poroéwnaniu z osobami pochodzenia europejskiego, rdzennymi
Amerykanami i Azjatami, co wplywa na odmienng farmakokinetyke takrolimusu

w poszczegdlnych grupach pacjentow [170].

Obserwowane zmiany w ekspresji genow i zawartosci enzymoéw metabolizujacych leki
mozna przypisa¢ takze zmianom wydzielania cytokin wywotanym zakazeniem wirusem
zapalenia watroby typu C. Zakazenie HCV jest przewlekta chorobg zapalna, ktdra wigze si¢
z podwyzszonym stezeniem w watrobie niektorych cytokin, w tym interleukiny-6 (IL-6)
i czynnika martwicy nowotworéw (TNF) [171]. Badania wykazaty, ze komorki T naciekajace
watrobe pacjentow z przewlektym zapaleniem watroby typu C produkujg interferon-gamma
(IFN-y) [172], a apoptotyczne hepatocyty uwalniajg interleuking-1 alfa (IL-la) [173].
Dodatkowo, makrofagi po ekspozycji na HCV wydzielaja interleuking-1 beta (IL-1pB)
i interleukine-18 (IL-18) [174]. Cytokiny te moga odgrywac rolg w regulacji transkrypcyjnej
uktadu mikrosomalnego watroby, co mogloby tlumaczy¢ zmiany w ekspresji obserwowane

W niniejszym badaniu.

Do$wiadczenia in vitro prowadzone z wykorzystaniem hodowli ludzkich hepatocytow
wykazaly, Ze ekspozycja na IL-6 skutkuje obnizeniem ekspresji niektorych genéw kodujacych
enzymy cytochromu P450 (np. CYP3A4 i CYP2B6), przy jednoczesnej podwyzszonej ekspresji
CYP1A2 [175]. Nie wykazano jednak wplywu IL-1, a takze nie zaobserwowano synergizmu
pomiedzy IL-6 i IL-1p na ekspresje genow [175]. Komorki HepaRG traktowane IL-6
wykazywaly mniejsza ekspresj¢ poziomu mRNA genow CYP1A2, CYP2B6 i CYP3A4, co
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obserwowano réwniez w pierwotnych hodowlach hepatocytow [176]. Nie zaobserwowano
natomiast supresji mMRNA CYP1A2, CYP2B6 i CYP3A4 po ekspozycji na IL-18 i IL-1P
[176,177].

Dodatkowo, w dostepnej literaturze, opisano, ze TNF hamuje ekspresj¢ genu cyplal w
linii komorkowej mysich hepatocytow Hepalclc7 [178]. Ponadto IFN-y indukowatl ujemna
regulacje ckspresji CYP1A2 i CYP3A4 w ludzkich hepatocytach [179]. Wydaje sig,
ze hamowanie aktywnos$ci czynnikow transkrypcyjnych, takich jak czynniki jadrowe
hepatocytow (HNFs), czynnik jadrowy-kappa B (NF-xB), jak réwniez kilku receptorow
jadrowych, w tym receptora pregnanu X (PXR) i konstytutywnego receptora androstanu
(CAR), moze by¢ odpowiedzialne za inhibicj¢ ekspresji CYP przez bodzce zapalne [177, 179,
180]. Stwierdzono, ze PXR bierze udzial w indukowanym przez IL-6 obnizeniu ekspres;ji
CYP3A4 w komorkach HepG2 [181], a takze wykazano, ze IL-1 reguluje CYP3A4, przy
mozliwym udziale HNF4 [45]. Wedlug doniesien Ke S. et al. [178], NF-xB odgrywa role
w zmniejszaniu ekspresji CYP1A1/1A2 w hepatocytach. Dodatkowo, enzymy fazy Il
w hepatocytach moga by¢ rowniez regulowane przez PXR i RCA [183, 184].

Wyniki niniejszego badania mogg by¢ wykorzystane do ulepszenia modeli
farmakokinetycznych dla DAA, poniewaz dostgpne informacje na temat farmakokinetyki
DAA u pacjentow z HCV z zaawansowang chorobg watroby, szczegdlnie u tych z klasy
C w skali Child-Pugh, sa ograniczone. Wyraznie obnizone zawartosci CYP1A2 (a takze
CYP3A41UGTI1A1) moga odpowiada¢ za zmieniong farmakokinetyke pibrentaswiru, ktorego
AUC, jak podajg w swojej pracy Kosloski M. et al., rdznita si¢ 0 26% u pacjentow z marskoscia
watroby klasy A lub B w skali Childa-Pugha w poréwnaniu z kontrolg i wzrastata do 2,1-
krotnosci u 0s6b z klasa C [185]. Z kolei na zawarto$¢ biatka CYP2B6 nie ma wptywu stopien
niewydolnosci watroby. Jak podajg Mogalian i wsp., aksapataswir jest metabolizowany przez
ten szlak enzymatyczny (jak roéwniez w reakcja katalizowanych przez CYP2C8 i CYP3A4),
a na jego farmakokinetyke nie maja wpltywu zaburzenia czynno$ci watroby, co potwierdzaja
wyniki badan proteomicznych przeprowadzonych w niniejszym badaniu. AUC leku bylo
porownywalne u pacjentow bez HCV Child-Pugh klasy B 1 C oraz u o0so6b z prawidlowa
czynno$cig watroby [186].

Jak podaja Kharti i wsp. [187], zawarto$¢ biatka CYP2C8 w probach od pacjentow
zakazonych HCV nie ulegta zmianie, podobnie jak w przypadku CYP2B6. Enzym ten odgrywa

role w metabolizmie dasabuwiru (i jak wspomniano wcze$niej, welpataswiru). Warto$ci
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AUC dasabuwiru byty poréwnywalne u oséb zdrowych i pacjentow z klasg A w skali Childa-
Pugha. Jednak u pacjentow z klasg B wg Childa-Pugha zaobserwowano 16% zmniejszenie
warto$ci AUC leku, czemu towarzyszylo zmniejszenie wartosci AUC 0 57% dla gtownego
metabolitu. Natomiast pacjenci klasy C wykazywali podwyzszone wartosci AUC zarowno dla
dasabuwiru (0 325%), jak i gtownego metabolitu (0 77%). Zgodnie z charakterystyka produktu
leczniczego, dasabuwiru nie nalezy podawaé pacjentom klasy B i C w skali Childa-Pugha.
Obserwowane w niniejszej pracy obnizenie zawarto$ci biatka CYP2C8 w watrobie mogloby

cze$ciowo wyjasniaé opisywane wczesniej zmiany w farmakokinetyce leku.

Informacje farmakokinetyczne dotyczace symeprewiru, substratu dla CYP2C19,
CYP3A4 i CYP2C8, u pacjentdw z zaburzeniami czynnos$ci watroby nie sg jednoznaczne.
Podczas gdy w niektorych badaniach nie zaobserwowano roznicy w AUC pomigdzy pacjentami
klasy A i B Childa-Pugha [188], w innych odnotowano znaczne zwickszenie AUC
u pacjentow klasy B i C [189]. Obserwowane zmiany w farmakokinetyce mozna przypisaé
ujemnej regulacji CYP3A4, cho¢ nie mozna wykluczy¢ innych czynnikéw. Ze wzgledu
na przytoczone obserwacje, nie zaleca si¢ stosowania symeprewiru u pacjentow z klasg C
w skali Child-Pugh, a u pacjentow z klasa B w skali Child-Pugh nalezy zachowa¢ ostrozno$¢
[190].

Podobne zmiany w farmakokinetyce obserwowano w badaniach klinicznych ztozonych
preparatow elbaswiru/grazoprewiru, glekaprewiru/pibrentaswiru oraz
sofosbuwiru/welpataswiru/woksilaprewiru, z ktoérych wszystkie sg substratami dla CYP3A4.
Obecnie nie zaleca si¢ stosowania tych lekow u pacjentow w klasie B i C wg Childa-Pugha,
poniewaz nie sg dostepne odpowiednie dane [191]. Oprocz zwigzanych z chorobg zmian
W stezeniach biatek enzyméw CYP, badanych w niniejszej analizie, na farmakoterapie¢
pacjentow z HCV moze wptywac réwniez potencjal inhibicyjny kilku DAA. Naleza do nich
takie leki, jak glekaprewir, pibrentaswir, asunaprewir, daklataswir, dasabuwir, elbaswir,
grazoprewir, paritaprewir, simeprewir i welpataswir, ktore hamuja CYP1A2, CYP3A4/5
1 UGT1ALl. Niektore z tych lekéw sa dostgpne w kombinacjach o stalej dawce, takich jak
elbaswir/grazoprewir lub glekaprewir/pibrentaswir. Dlatego przy konstruowaniu modeli PBPK
(ang. physiologically based pharmacokinetic) wazne jest uwzglgdnienie nie tylko zawartosci

biatek CYP, ale takze potencjalu inhibicyjnego poszczegolnych DAA.

Podsumowujac, na podstawie dostepnych informacji, dotyczacych przeciwwirusowych

produktéw leczniczych, mozna oceni¢, ze brakuje wystarczajacych danych dotyczacych ich
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bezpieczenstwa 1 skutecznosci u pacjentdéw z umiarkowanym lub ciezkim uposledzeniem
czynno$ci watroby, wynikajacym z zakazenia wirusem zapalenia watroby typu C (skala B lub
C wg Childa-Pugha) [149]. Wynika to w duzej mierze ze wzgledow etycznych, jak réwniez
z wyzwan metodologicznych zwigzanych z prowadzeniem badan klinicznych wsréd pacjentow

z zaawansowanymi stadiami choroby watroby.

Prezentowane w niniejszej pracy wyniki badan wyraznie wskazujg na konieczno$¢
uwzgledniania funkcji  watroby przy przepisywaniu lekow, szczegdlnie pacjentom
z niewydolno$cig watroby w przebiegu infekcji HCV. Poniewaz zaobserwowano znaczace
réznice w stezeniach poszczegdlnych biatek (ktére mozna przetozy¢ na wydajnosé
metabolizmu lekdw) u pacjentéw z roznymi stadiami choroby watroby, kluczowe znaczenie ma
opracowanie zindywidualizowanych plandéw leczenia uwzgledniajacych takie czynniki, jak
czynno$¢ watroby 1 wszelkie choroby wspotistniejace u pacjenta [151]. Pozwolitoby to na
optymalizacj¢ schematow leczenia, a w konsekwencji takze poprawg ogdlnych wynikow

farmakoterapii.

Badania farmakogenetyczne i farmakogenomiczne maja na celu zbadanie zwigzkow
pomiedzy genetycznymi wariantami a losem lekow w organizmie, ich skuteczno$cig
1 bezpieczenstwem farmakoterapii. Wiele badan wskazuje na zwiazek genotypu z ekspresja
genoéw kodujacych enzymy metabolizujace leki oraz aktywno$cig poszczegdlnych enzymow
[192], przy czym wigkszo$¢ dostgpnych danych na temat tej zalezno$ci pochodzi z obserwacji
dotyczacych pacjentow z prawidlowg funkcjg watroby. W niniejszej pracy przeprowadzono
analize zwigzku wybranych wariantow genéw CYP2D6, CYP2C19 i CYP3A5 z ekspresja

genow 1 zawarto$cig biatka w watrobie pacjentow z niewydolno$cig watroby w przebiegu HCV.

Wyniki analizy dla genu CYP2C19 nie wykazaly co prawda istotnych, zaleznych od
genotypu roznic w stezeniu biatka tego enzymu, ale u jedynego wtaczonego do badania pacjenta
z genotypem *2/*2, zawarto$¢ biatka byla ponizej poziomu detekcji, w przeciwienstwie do
wiekszosci pozostatych prob watroby. Co prawda w tym wypadku analiza statystyczna nie byta
mozliwa, jednak obserwacja ta wskazuje, ze czynniki genetyczne mogg by¢ dodatkowa
przyczyna zmiennosci w zakresie metabolizmu substratéw CYP2C19, takze wsrdd pacjentow
z niewydolnos$cig watroby. CYP2C19 jest odpowiedzialny za metabolizm wielu lekow, w tym
klopidogrelu i omeprazolu [193] Co wigcej, czynniki genetyczne mogg mie¢ nawet wicksze
znaczenie w przypadku niewydolnosci watroby. Przyktadowo, klopidogrel jest przeksztalcany

do aktywnego metabolitu w dwuetapowej reakcji, przy czym pierwszy etap jest katalizowany
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przez CYP2C19, 1A2 i 2B6, a drugi przez CYP2C19, 3A4, 2B6 i 2C9. Genetycznie
uwarunkowany niedobor CYP2C19 uposledza aktywacje klopidogrelu u wszystkich pacjentow
z genotypem *2/*2, ale w przypadku pacjentdow z niewydolnos$ciag watroby dodatkowo
zmniejszona jest zawarto$¢ (i w konsekwencji aktywno$¢) pozostalych enzymoéw, co

dodatkowo zwigksza ryzyko nieskutecznosci leku antyagregacyjnego. [28, 37,61]

Wyniki analizy dla genu CYP2D6 wykazaly istotne roznice w ekspresji mRNA
I zawartosci biatka miedzy pacjentami o roznym genotypie (EM, IM, PM i UM). CYP2D6 jest
odpowiedzialny za metabolizm wielu lekéw, w tym kodeiny, tramadolu, dekstrometorfanu czy
metoprololu. [194]. Pacjenci z ré6znymi genotypami mogg wymagaé réznych dawek tych
lekow, poniewaz ich zdolno$¢ do metabolizowania lekow jest zmniejszona lub zwigkszona
w zalezno$ci od allelicznej formy genu [19]. Jak wykazano w niniejszej pracy, CYP2D6 nalezal
do nielicznych izoenzymow CYP450, dla ktorego zawarto$¢ biatka w tkance watrobowej byta
niezmieniona nawet w watrobach pacjentow w klasie C skali Childa-Pugha. Podobnie jak to
opisano w przypadku CYP2C19, tutaj réwniez czynniki genetyczne moga by¢ szczegdlnie
istotne w przypadku pacjentow z niewydolno$cia watroby. Pacjent z genetycznie
uwarunkowanym niedoborem CYP2D6 bedzie si¢ bowiem charakteryzowal obnizonym
stezeniem 1 aktywnos$cig wickszosci enzymow (z powodu niewydolnosci watroby) oraz
dodatkowo brakiem jednego z niewielu enzymoéw, ktorego zawarto$S¢ pozostaje zwykle
zachowana w przebiegu choroby. Moze to w konsekwencji wptyna¢ na jeszcze bardziej
zmieniong farmakokinetyke wielu lekow, w tym wymienionych powyzej beta-adrenolitykow,

lekéw opioidowych czy przeciwkaszlowych.

Wyniki analizy dla genu CYP3A5 wykazaty rowniez istotne roznice w ekspresji mRNA
i biatka miedzy genotypami *1/*3 i *3/*3, co potwierdza zasadnicze znaczenie polimorfizmu
genetycznego w przypadku tego genu. CYP3AS bierze udzial w metabolizmie wielu lekow,
w tym cyklosporyny i takrolimusu, jego swoisto$¢ substratowa w duzej mierze pokrywa sig¢
z CYP3A4. W wielu populacjach (w tym w polskiej) przewazajaca wigkszo$¢ o0sob
charakteryzuje si¢ brakiem aktywnosci enzymu, gtownie z powodu obecnosci dwoéch
niefunkcjonalnych alleli *3. W przypadku CYP3AS5 sytuacja jest wigc odmienna niz
w przypadku pozostatych enzymow uktadu CYP450 — to aktywno$¢ enzymu (a nie jej brak)
jest w pewnym ujeciu cechg szczeg6lng. Pacjenci z genotypem *1/*3 moga wymagaé wyzszej
dawki lekow bedacych substratami CYP3AS w pordwnaniu z pacjentami z genotypem *3/*3,
poniewaz ich zdolno$¢ do metabolizowania tych lekoéw jest zwiekszona [68]. Wariant CYP3A5

(*3) jest zwigzany z defektem sktadania mRNA (ang. splicing defect), co prowadzi do szybszej
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degradacji RNA i braku aktywnego biatka. Zastosowana metoda MS wykrywa biatko,
poniewaz badany peptyd jest zlokalizowany przed SNP-em powodujacym defekt splicingu
i zmian¢ dalszej sekwencji biatka. To oznacza, ze sekwencja peptydu, ktora jest wykrywana
przez MS, jest wcigz obecna w skroconym i niefunkcjonalnym biatku, pomimo zmiany
genetycznej. Takze uzyta do badan RNA sonda typu TagMan wykrywala sekwencje genu,
poniewaz sekwencja rozpoznawana przez sondg i startery jest zlokalizowana przed SNP-em
(6986A>G) powodujacym defekt splicingu i zmiang dalszej sekwencji RNA [188]. Wyniki
wskazujg jednak, ze w przypadku allela *3, zarowno mRNA jak i niefunkcjonalne biatko sg
prawdopodobnie znacznie mniej stabilne niz w przypadku *1, co wigzato si¢ z ich znacznie

mniejszymi stezeniami w tkance (ok. 10-krotnie w przypadku biatka).

Podsumowujac, badania genetyczne sa dobrym uzupetnieniem wynikoéw analizy
ekspresji genéw 1 zawarto$ci biatka enzymoéw metabolizujacych leki. Warianty genetyczne
maja wplyw na mierzone wartosci i powinny by¢ uwzgledniane w kolejnych analizach
proteomicznych czy tez dotyczacych aktywnosci enzymow, zarowno w populacji 0séb

z prawidlowa funkcja watroby, jak i w przypadku pacjentéw z niewydolno$cig tego organu.

Przeprowadzone w niniejszej pracy badania dotyczace enzymow metabolizujgcych leki
moga by¢ uzyteczne w tworzeniu modeli farmakokinetycznych i potencjalnie wykorzystane
W procesie wdrazania dziatan z zakresu medycyny spersonalizowanej, co ostatecznie moze
prowadzi¢ do poprawy strategii leczenia pacjentow z niewydolnoscig watroby w przebiegu
HCV, co dotyczy zarowno farmakoterapii przeciwwirusowej, jak i chordb wspotistniejgcych
w tej grupie pacjentow. Czes¢ danych moze by¢ przydatna do metaanaliz 1 ekstrapolowana
takze na choroby watroby o innej niz HCV patogenezie. Aby jednak w pelni zrozumiec¢
mechanizmy lezace u podstaw zmian w metabolizmie lekow obserwowanych u o0sob
zakazonych HCV i z innymi chorobami watroby, konieczne jest przeprowadzenie dodatkowych
badan, takze taczacych badania mRNA, proteomiczne 1 genetyczne z oceng aktywnosci
enzymatycznej w tym samym materiale. Pozwolitoby to na opracowanie w przysztosci bardziej
skutecznych i bezpiecznych opcji terapeutycznych, dostosowanych do indywidualnych potrzeb

pacjentow.
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7. WNIOSKI

Na podstawie przeprowadzonych badan sformutowano nastepujgce wnioski:

1. Stezenia MRNA i bialek dla wigkszosci enzymow metabolizujgcych leki u pacjentow
z niewydolno$cia watroby w przebiegu HCV byly obnizone w poréwnaniu do watroby
pacjentow z grupy kontrolnej, zaobserwowano jednak roznice pomiedzy poszczegdlnymi
badanymi enzymami. W szczego6lnos$ci:

e zawarto$¢ w tkance biatka CYP1A2, CYP2C19, CYP2E1, CYP3A4 byta istotnie
mniejsza,
e zawarto$¢ biatka UGT2B7, 1 UGT2B15 oraz UGT1A3 nie byta znaczaco
zmieniona,
e zawarto$¢ biatka UGT1A1 byla podwyzszona, szczeg6lnie u pacjentow w klasie A
niewydolnosci watroby wg skali Childa-Pugha.
2. Obserwowane zmiany stezenia biatek enzymow metabolizujacych leki byly zalezne od

stopnia niewydolnosci narzadu okreslanej na podstawie skali Childa-Pugha.

3. Stezenia badanych bialek u pacjentéw z HCV wykazywaty korelacje z ekspresja kodujacych
je gendw mierzong na poziomie mRNA, jednak korelacja ta nie byla petna 1 réznita sig,

w zaleznos$ci od badanego enzymu.

4. Czynniki genetyczne moga mie¢ wplyw na zawarto§¢ mRNA 1 biatka enzyméw CYP2D6,
CYP3AS51CYP2C19, przy czym w przypadku pierwszych dwdch gendow obserwowane rdznice

zalezne od genotypu byly istotne statystycznie.

5. Wyniki niniejszej pracy wskazuja posrednio, ze zarOwno zmiany spowodowane zaburzeniem
funkcji watroby w przebiegu infekcji HCV, jak i polimorfizm genetyczny moga by¢ przyczyna
zmienionej aktywnos$ci enzyméw metabolizujacych leki, a w konsekwencji zmienionej
farmakokinetyki wielu lekow. Wiedza ta moze by¢ uzyteczna w opracowaniu bardziej
skutecznych i bezpiecznych strategii terapeutycznych, dostosowanych do indywidualnych

potrzeb pacjentow.
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8. STRESZCZENIE

Wstep:  Farmakokinetyka  lekow  jest w  duzej mierze determinowana
przez enzymy metabolizujgce leki, na ktore moga wplywaé choroby watroby.

Aktywno$¢ tych enzymoéw jest kluczowym czynnikiem w metabolizmie Ilekow.

Celem badan byla: (1) ocena profilu ekspresji mRNA wybranych genow kodujacych
enzymy zwigzane z metabolizmem lekow, (2) ilosciowe okreslenie zawartosci biatek
wybranych enzymow CYP450 1 UGT, (3) okreslenie korelacji pomigdzy ekspresja mRNA
badanych genow a zawartoscig bialka, (4) analiza zwigzku pomig¢dzy wybranymi
wariantami genetycznymi, a ekspresja gendw zwigzanych z metabolizmem lekéw na
poziomie mRNA 1 biatkka w bioptatach watroby pobranych od pacjentow

z niewydolnoscig tego organu w przebiegu HCV oraz w grupie kontrolnej.

Materialy i metody: W badaniu wykorzystano proby tkanek watroby pobrane od
pacjentow z HCV w r6znych stanach funkcjonalnych, zgodnie z klasyfikacja Childa-Pugha,
w tym klasy A (30 probek), klasy B (21 probek) i klasy C (7 probek). Proby kontrolne
stanowity bioptaty watroby pochodzace od pacjentéw =z rakiem okreznicy
z przerzutami do watroby, pobrane z miejsca oddalonego o co najmniej 5 cm od guza, bez
cech patologicznych (n=20). W pracy przeanalizowano zawarto$¢ biatka (LC-MS/MS)
i MRNA (gRT-PCR) 9 enzyméw CYP450 (CYP1A2, CYP2B6, CYP2CS8, CYP2C9,
CYP2C19, CYP2D6, CYP2EL, CYP3A4, CYP3AD) i czterech UGT (UGT1A1, UGT1A3,
UGT2B7 i UGT2B15). Dodatkowo, w przypadku CYP2D6, CYP2C19 i CYP3ADS,
przeprowadzono badania genetyczne pod katem  wystepowania najbardziej
rozpowszechnionych wariantow funkcjonalnych, wykorzystujac sondy typu TaqMan.
Wyniki: W badaniu stwierdzono, ze st¢zenia biatka CYP1Al, CYP2B6, CYP2CS,
CYP2C9 1 CYP2D6 nie byt istotnie zmieniony przez chorobe. W watrobach pacjentow
zakwalifikowanych do klasy A wg Childa-Pugha stwierdzono istotnie zwigkszong
zawarto$¢ biatka UGT1A1 ($rednio 163% wartos$ci dla grupy kontrolnej). W watrobach od
pacjentéw z klasy B Childa-Pugha zawarto$¢ niektorych bialek byla istotnie mniejsza:
CYP2C19 (38% kontroli), CYP2E1 (54%), CYP3A4 (33%), UGT1A3 (69%) i UGT2B7
(56%). W watrobach klasy C wg Child-Pugh stwierdzono mniejsze st¢zenie biatka
CYP1A2 (52% warto$ci w grupie kontrolnej). Srednia zawartosé wiekszo$ci pozostatych
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biatek takze byta nizsza w grupie HCV, jednak réznice nie osiggnety progu istotnosci
statystycznej. Stezenia badanych biatek u pacjentow z HCV wykazywaly korelacje
z ekspresja kodujacych je genow mierzong na poziomie mRNA, jednak korelacja ta nie byta
pela 1 roznita si¢, w zalezno$ci od badanego enzymu. Wyniki wskazuja, ze zakazenie
wirusem zapalenia watroby typu C moze znaczgco wptywac na ekspresje gendw i stezenie
biatek enzymoéw metabolizujacych leki w watrobie, a obserwowane roznice zaleza
W znacznym stopniu od stanu zaawansowania choroby. Czynniki genetyczne moga mieé
wpltyw na  zawartoS¢ mRNA 1 biatka enzyméw CYP2D6, CYP3AS
i CYP2C19, przy czym w  przypadku pierwszych dwoch  genow

obserwowane roznice zalezne od  genotypu byly istotne  statystycznie.

Podsumowanie: Badanie wykazato, ze zakazenie wirusem zapalenia watroby typu C moze
prowadzi¢ do istotnych zmian w ekspresji gendéw 1 stezeniu biatek bioracych udziat w
metabolizmie lekow w watrobie, a zakres tych zmian jest zwigzany ze stopniem
zaawansowania choroby oraz genotypem pacjenta. Wyniki niniejszej pracy moga
dostarczy¢  waznych danych na temat zmienionego metabolizmu lekéw
w przebiegu HCV 1 moga zosta¢ w przysztosci wykorzystane do optymalizacji strategii
terapeutycznych, dostosowanych do indywidualnych potrzeb pacjentow, zaréwno

w farmakoterapii HCV, jak i chorob wspdtistniejgcych.
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9. SUMMARY

Introduction: Drug pharmacokinetics is largely determined by drug-metabolising enzymes,
which can be affected by liver disease. The activity of these enzymes is a key factor in drug

metabolism.

The aim of this study was to (1) assess the mRNA expression profile of selected genes
encoding enzymes associated with drug metabolism, (2) quantify the protein content of selected
CYP450 and UGT enzymes, (3) determine the correlation between mRNA expression of the
genes studied and protein content, (4) analyse the relationship  between
selected genetic variants and the expression of genes associated with drug metabolism at the
mRNA and  protein  level in liver biopsy specimens taken  from

patients with failure of this organ in the course of HCV and in a control group.

Materials and methods: Liver tissue samples from HCV patients in different functional states,
according to the Child-Pugh classification, including class A (30 samples), class B (21 samples)
and class C (7 samples), were used in this study. Control samples were liver biopsy specimens
from patients with colon cancer with liver metastases, taken from a site at least 5 cm away from
the tumour, without pathological features (n=20). In this study, protein (LC-MS/MS) and
MRNA (gRT-PCR) of nine CYP450 enzymes (CYP1A2, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9,
CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4, CYP3A5) and four UGTs (UGT1Al, UGT1A3,
UGT2B7 and UGT2B15) were analysed. In addition, for CYP2D6, CYP2C19 and CYP3A5,
genetic screening for the most prevalent functional variants was performed using TagMan

assay.

Results: The study found that protein levels of CYP1Al, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9 and
CYP2D6 were not significantly altered by the disease. Livers from patients classified as Child-
Pugh class A showed significantly increased UGT1AL protein (on average 163% of the value
for the control group). In livers from Child-Pugh class B patients, the content of some proteins
was significantly lower: CYP2C19 (38% of controls), CYP2E1 (54%), CYP3A4 (33%),
UGT1A3 (69%) and UGT2B7 (56%). Child-Pugh class C livers had lower CYP1A2 protein
levels (52% of control values). The average content of most other proteins was also lower in

the HCV group, but the differences did not reach the threshold of statistical significance. The

116



concentrations of the proteins studied in HCV patients showed a correlation with the expression
of the genes encoding them measured at the mRNA level, but this correlation was not complete
and varied, depending on the enzyme tested. The results indicate that hepatitis C virus infection
can significantly affect gene expression and protein levels of drug-metabolising enzymes in the
liver, and the observed differences are highly dependent on disease status. Genetic factors can
affect the mRNA and protein levels of CYP2D6, CYP3AS5 and CYP2C19 enzymes, and for the
first two genes the observed genotype-dependent differences were statistically significant.

Summary: This study showed that hepatitis C virus infection can lead to significant changes
in gene expression and protein levels involved in drug metabolism in the liver, and that the
extent of these changes is related to the severity of the disease and the patient's genotype. The
results of the present study may provide important data on altered drug metabolism in the course
of HCV and may be used in the future to optimise therapeutic strategies tailored to individual
patients, both in HCV pharmacotherapy and in comorbiditie
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pochodzacych od pacjentow z HCV z rozréznieniem stopnia zaawansowania niewydolno$ci
watroby (skala Child—Pugh A, B i C) oraz w probach kontrolnych

Tabela 10. Stezenie biatka (fmol/mg) najwazniejszych enzymow bioracych udziat w metabolizmie
lekéw (CYP1A1, CYP1A2, CYP2B6, CYP2CS8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1L, CYP
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Tabela 8. Roéznice miedzy analizowanymi grupami dotyczace poziomu ekspresji mMRNA
oraz st¢zenia biatka (CYP1A1, CYP1A2, CYP2B6, CYP2CS8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6,
CYP2EI1, CYP 3A4, CYP3AS oraz UGT1A1, UGT1A3, UGT2B7, UGT2B15) w probach
watroby pochodzacych od pacjentéw z HCV z rozréznieniem stopnia zaawansowania

niewydolnosci watroby (skala Child—Pugh A, B 1 C) oraz w probach kontrolnych. Do analizy
statystycznej zastosowano test Kruskala-Willisa oraz test Dunn. W tabeli podano wartosci p.

Ch-P A Ch-P B Ch-P C Poréwnanie
wszystkich grup
CYP1A1 - RNA
Ch-P B 0.53
Ch-PC 0.36 0.83
HCV (A+B+C) 0.44 1.00 1.00
Kontrola 0.65 1.00 0.91 0.91
CYP1Al - BIALKO
Ch-P B 1.00
Ch-PC 0.33 1.00
HCV (A+B+C) 0.39 1.00 1.00
Kontrola 1.00 1.00 0.67 0.98
CYP1A2 - RNA
Ch-PB 1.00
Ch-PC 0.43 1.00
HCV (A+B+C) 0.008 0.0027 0.001
Kontrola 1.00 1.00 0.76 0.0002
CYP1A2 - BIALKO
Ch-P B 0.97
Ch-PC 0.07 0.64
HCV (A+B+C) 1.00 0.10 0.008
Kontrola 1.00 1.00 0.26 0.09
CYP2B6- RNA
Ch-P B 1.00
Ch-PC 1.00 0.84
HCV (A+B+C) 1.00 1.00 0.64
Kontrola 1.00 1.00 1.00 1.00
CYP2B6 - BIALKO
Ch-PB 1.00
Ch-PC 1.00 1.00
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HCV (A+B+C) 1.00 1.00 1.00
Kontrola 1.00 1.00 1.00 1.00
CYP2C8 - RNA
Ch-PB 1.00
Ch-PC 1.00 1.00
HCV (A+B+C) 1.00 0.02 0.009
Kontrola 1.00 1.00 1.00 0.0006
CYP2C8 - BIALKO
Ch-PB 0.73
Ch-PC 1.00 1.00
HCV (A+B+C) 1.00 0.56 1.00
Kontrola 1.00 1.00 1.00 1.00
CYP2C19 - RNA
Ch-PB 1.00
Ch-PC 1.00 1.00
HCV (A+B+C) 0.0000 0.001 0.53
Kontrola 1.00 1.00 1.00 0.0000
CYP2C19 - BIALKO
Ch-PB 0.70
Ch-PC 0.86 1.00
HCV (A+B+C) 0.57 0.26 0.09
Kontrola 1.00 1.00 1.00 0.04
CYP2C9 - RNA
Ch-PB 0.45
Ch-PC 0.0094 0.29
HCV (A+B+C) 0.0017 0.37 1.00
Kontrola 0.70 1.00 0.07 0.03
CYP2C9- BIALKO
Ch-PB 0.84
Ch-PC 0.19 1.00
HCV (A+B+C) 1.00 1.00 0.23
Kontrola 1.00 1.00 0.59 1.00
CYP2D6- RNA
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Ch-P B 1.00
Ch-PC 1.00 1.00
HCV (A+B+C) 0.08 0.14 0.31
Kontrola 1.00 1.00 1.00 0.03
CYP2D6 - BIALKO
Ch-PB 1.00
Ch-PC 0.86 0.95
HCV (A+B+C) 1.00 1.00 0.33
Kontrola 1.00 1.00 1.00 1.00
CYP2E1L - RNA
Ch-PB 1.00
Ch-PC 1.00 1.00
HCV (A+B+C) 0.0000 0.0001 0.0003
Kontrola 1.00 1.00 1.00 0.0000
CYP2E1 - BIALKO
Ch-PB 0.01
Ch-PC 0.50 1.00
HCV (A+B+C) 1.00 0.01 0.40
Kontrola 0.45 0.41 1.00 0.37
CYP3A4 - RNA
Ch-PB 1.00
Ch-PC 1.00 1.00
HCV (A+B+C) 0.06 0.14 0.72
Kontrola 1.00 1.00 1.00 0.01
CYP3A4 - BIALKO
Ch-PB 0.12
Ch-PC 1.00 1.00
HCV (A+B+C) 0.57 0.002 0.20
Kontrola 1.00 0.8 1.00 0.02
CYP3A5 - RNA
Ch-PB 1.00
Ch-PC 0.74 1.00
HCV (A+B+C) 0.21 0.11 0.03
Kontrola 1.00 1.00 1.00 0.03

CYP3AS5 - BIALKO
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Ch-P B 1.00
Ch-PC 1.00 1.00
HCV (A+B+C) 0.36 0.31 0.29
Kontrola 1.00 1.00 1.00 0.1
UGT1Al- RNA
Ch-PB 1.00
Ch-PC 1.00 1.00
HCV (A+B+C) 1.00 1.00 1.00
Kontrola 1.00 1.00 1.00 1.00
UGT1A1 - BIALKO
Ch-PB 1.00
Ch-PC 1.00 1.00
HCV (A+B+C) 0.0057 0.07 0.53
Kontrola 1.00 1.00 1.00 0.005
UGT1A3 - RNA
Ch-PB 1.00
Ch-PC 1.00 1.00
HCV (A+B+C) 0.0000 0.0017 0.002
Kontrola 1.00 1.00 1.00 0.0000
UGT1A3 - BIALKO
Ch-PB 1.00
Ch-PC 1.00 1.00
HCV (A+B+C) 1.00 0.43 0.46
Kontrola 1.00 1.00 1.00 0.34
UGT2B15 - RNA
Ch-PB 0.42
Ch-PC 0.03 0.71
HCV (A+B+C) 0.003 0.59 1.00
Kontrola 0.81 1.00 0.20 0.05
UGT2B15 - BIALKO
Ch-PB 0.50
Ch-PC 0.16 1.00
HCV (A+B+C) 1.00 0.81 0.03
Kontrola 1.00 1.00 0.62 0.15
UGT2B7 - RNA
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Ch-PB 1.00

Ch-PC 0.14 0.78
HCV (A+B+C) 0.0017 0.0001 0.0000
Kontrola 1.00 1.00 0.40 0.0000
UGT2B7- BIALKO
Ch-P B 0.04
Ch-PC 0.0002 0.11
HCV (A+B+C) 1.00 0.009 0.0000
Kontrola 0.17 1.00 0.0083 0.03

Tabela 9. Ekspresja mRNA najwazniejszych genéw kodujacych enzymy biorgce udziat w
metabolizmie lekow (CYP1Al, CYP1A2, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2DS6,
CYP2E1, CYP 3A4, CYP3A5 oraz UGT1Al1, UGT1A3, UGT2B7, UGT2B15) w probach
watroby pochodzacych od pacjentow z HCV z rozroéznieniem stopnia zaawansowania
niewydolnosci watroby (skala Child—Pugh A, B i C) oraz w préobach kontrolnych.

RNA mediana min max Srednia SD CV %
CYP1A1l

Ch-P A 0.964 0.158 4.110 1.240 1.011 82
Ch-PB 0.823 0.048 4.579 1.357 1.454 107
Ch-PC 0.265 0.106 1.696 0.687 0.698 102
HCV (A+B+C) 0.878 0.048 4.579 1.215 1.164 96
Kontrola 0.385 0.150 4.937 1.000 1.245 117
CYP1A2

Ch-P A 0.364 0.015 1.271 0.491 0.357 73
Ch-PB 0.300 0.037 1.684 0.444 0.446 100
Ch-PC 0.143 0.004 1.282 0.302 0.462 153
HCV (A+B+C) 0.310 0.004 1.684 0.451 0.401 89
Kontrola 0.846 0.179 3.001 1.000 0.680 68
CYP2B6

Ch-P A 0.925 0.131 4.242 1.161 0.931 80
Ch-PB 0.914 0.296 2.057 1.029 0.468 45
Ch-PC 0.442 0.150 4.361 1.107 1.488 134
HCV (A+B+C) 0.911 0.131 4.361 1.107 0.869 79
Kontrola 0.952 0.075 2.895 1.000 0.647 65
CYP2C8

Ch-P A 0.616 0.285 1.263 0.657 0.268 41
Ch-PB 0.583 0.281 1.401 0.680 0.334 49
Ch-PC 0.371 0.082 1.240 0.542 0.399 74
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HCV (A+B+C) 0.586 0.082 1.401 0.651 0.307 47
Kontrola 1.013 0.280 2.242 1.000 0.454 45
CYP2C9

Ch-P A 1.562 0.577 3.710 1.747 0.669 38
Ch-P B 1.355 0.658 2.969 1.408 0.508 36
Ch-PC 1.083 0.122 1.529 0.906 0.568 63
HCV (A+B+C) 1.431 0.122 3.710 1.523 0.656 43
Kontrola 1.021 0.275 1.491 1.000 0.313 31
CYP2C19

Ch-P A 0.273 0.103 0.600 0.278 0.122 44
Ch-P B 0.247 0.110 0.698 0.303 0.147 49
Ch-P C 0.311 0.213 1.259 0.528 0.430 81
HCV (A+B+C) 0.266 0.103 1.259 0.314 0.194 62
Kontrola 0.757 0.153 2.361 1.000 0.775 78
CYP2D6

Ch-P A 0.621 0.028 1.694 0.735 0.393 53
Ch-PB 0.564 0.180 3.196 0.922 0.875 95
Ch-PC 0.588 0.290 1.281 0.691 0.333 48
HCV (A+B+C) 0.620 0.028 3.196 0.794 0.597 75
Kontrola 0.898 0.294 1.983 1.000 0.485 49
CYP2E1

Ch-P A 0.568 0.061 1.046 0.545 0.255 47
Ch-PB 0.508 0.088 0.852 0.501 0.230 46
Ch-PC 0.454 0.092 0.664 0.395 0.242 61
HCV (A+B+C) 0.523 0.061 1.046 0.511 0.245 48
Kontrola 1.013 0.328 1.556 1.000 0.369 37
CYP3A4

Ch-P A 0.490 0.075 1.498 0.594 0.411 69
Ch-PB 0.390 0.049 1.780 0.528 0.493 93
Ch-PC 0.951 0.002 2.559 0.900 0.934 104
HCV (A+B+C) 0.430 0.002 2.559 0.607 0.526 87
Kontrola 0.870 0.068 2.454 1.000 0.701 70
CYP3A5

Ch-P A 0.993 0.181 1.900 1.018 0.492 48
Ch-PB 0.891 0.373 3.040 1.018 0.623 61
Ch-PC 1.085 0.304 4.397 1.352 1.398 103
HCV (A+B+C) 0.993 0.181 4.397 1.058 0.690 65
Kontrola 0.860 0.274 2.668 1.000 0.591 59
UGT1A1

Ch-P A 0.263 0.038 1.055 0.367 0.251 68
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Ch-P B 0.431 0.168 1.051 0.441 0.242 55
Ch-PC 0.241 0.125 0.890 0.362 0.282 78
HCV (A+B+C) 0.327 0.038 1.055 0.393 0.250 63
Kontrola 0.808 0.298 2.474 1.000 0.602 60
UGT1A3
Ch-P A 0.521 0.226 1.132 0.609 0.248 41
Ch-PB 0.526 0.047 1.020 0.498 0.273 55
Ch-PC 0.235 0.028 1.301 0.367 0.429 117
HCV (A+B+C) 0.501 0.028 1.301 0.539 0.289 54
Kontrola 0.925 0.398 1.943 1.000 0.409 41
UGT2B7
Ch-P A 1.677 0.427 4.326 1.858 0.852 46
Ch-PB 1.114 0.577 5.389 1.688 1.275 76
Ch-PC 1.046 0.044 1.693 0.961 0.593 62
HCV (A+B+C) 1.326 0.044 5.389 1.688 1.028 61
Kontrola 0.884 0.330 2.813 1.000 0.549 55
UGT2B15 0.964 0.158 4.110 1.240 1.011 82
Ch-P A 0.823 0.048 4.579 1.357 1.454 107
Ch-PB 0.265 0.106 1.696 0.687 0.698 102
ch-PC 0.878 0.048 4.579 1.215 1.164 96
HCV (A+B+C) 0.385 0.150 4.937 1.000 1.245 117
Kontrola
Tabela 10. Stezenie biatka (fmol/mg) najwazniejszych enzymow biorgcych udzial w

metabolizmie lekow (CYP1A1, CYP1A2, CYP2B6, CYP2CS8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6,
CYP2E1, CYP 3A4, CYP3AS oraz UGT1A1, UGT1A3, UGT2B7, UGT2B15) w probach
watroby pochodzacych od pacjentow z HCV z rozroznieniem stopnia zaawansowania
niewydolnosci watroby (skala Child—Pugh A, B i C) oraz w probach kontrolnych.

Bialko

Ilo$¢ préb z

[fmol/mg] mediana min max Srednia SD CV % funkcjonalnym
g bialkiem
CYP1A1l

Ch-P A 38.92 0.00 172.72 50.99 44.72 88 27/30
Ch-PB 34.08 0.00 96.52 34.13 2451 72 18/21
Ch-PC 11.59 0.00 95.98 25.77 34.02 132 5/7

'(f;\é e 3410 000 17272 4184 3805 91 50/58
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Kontrola 2150 000 19027 3768 5075 135 18/20
CYPIA2

Ch-P A 41756 5481 2579.01 68747 65363 95 30/30
Ch-PB 23504 880 200000 53071 58424 110 21/21
ch-pC 5884 570 301978 49506 111522 225 717
'(*A(i\ém) 31549 570  3019.78 60749 68931 113 58/58
Kontrola 76855 4058 264559 95310 73845 77 20/20
CYP2B6

Ch-P A 98.80 1442 71438 12238 12373 101 30/30
Ch-PB 10882 1131 32799 10615  66.84 63 21/21
ch-pC 9181 000 25354 13623 11086 81 6/7
|(_,|AC+\I{%+C) 10289 000 71438 11818 10369 88 57/58
Kontrola 9157 1428 20268 10305  70.91 69 20/20
CYP2C8

Ch-P A 44115 7933 182219 55665 40290 72 30/30
Ch-PB 32449 2764 128294 38307 26564 69 21/21
Ch-pC 43845  17.58  1061.03 41416 36221 87 77
HCV

(hpecy  43L21 1758 182219 4766l 35810 75 58/58
Kontrola 532.83 10121 113674 53874  309.09 57 20/20
CYP2C9

Ch-P A 212744 11779 5517.80 2271.05 130205 57 30/30
Ch-PB 184997 5528 535850 1792.89 123403 69 21/21
ch-pC 1189.99 5605 350948 1287.94 120044 93 717
HCV

(Aipscy 191072 5528 651780 107927 129029 65 58/58
Kontrola 200757 630.81 5676.82 229074 127602 56 20/20
CYP2C19

Ch-P A 9707 000 33175 8246 7453 90 22/30
Ch-PB 4322 000 24119 5829 6810 117 13/21
Ch-PC 4473 000 9311 4175 3488 84 5/7
HCV

e 6425 000 33175 6880 6936 101 40/58
Kontrola 12585 000 48449 15164 13076 86 17/20
CYP2D6

Ch-P A 26743 4344 62000 287.80 15277 53 20/29
Ch-PB 287.00 3309  987.34 32536 25175 77 10/19
Ch-PC 16424 3753 50712 20460 16091 79 717
'(*AC:"%C) 25887 3309  987.34 29019 19363 67 55/55
Kontrola 20245 5571  852.82 36467 23957 66 10/19
CYP2E1

Ch-P A 130031 10288 468123 155695 106146 68 30/30
Ch-PB 587.85 3686 2387.59 84179 59338 70 21/21
Ch-pC 51347 12255 341352 119005 132937 112 77
HCV 105584 3686 468123 125373 99710 80 58/58
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(A+B+C)

Kontrola 1394.06 272.07 3407.44 154954 814.53 53 20/20
CYP3A4

Ch-P A 456.10 37.50 1937.67 588.81  452.50 77 30/30
Ch-PB 193.56 7.54 1126.37 323.88  315.60 97 21/21
Ch-PC 89.72 0.00 1421.24 61249  705.33 115 6/7
HCV

(A+B+C) 336.19 0.00 1937.67 495.75  456.73 92 57/58
Kontrola 672.99 99.21  2634.15 967.18  745.25 77 20/20
CYP3A5

Ch-P A 34.89 14.98 388.78 69.85 93.83 134 30/30
Ch-PB 38.74 0.00 228.86 53.44 57.41 107 59.41885
Ch-PC 30.91 15.68 83.09 39.16 26.22 67 717
HCV

(A+B+C) 34.89 0.00 388.78 60.20 76.34 127 57/58
Kontrola 50.66 20.96 679.89 108.82 157.78 145 20/20
UGTI1A1l

Ch-P A 1088.71 351.92 2666.97 1193.62 617.95 52 30/30
Ch-PB 1096.75  95.74  2283.39 1045.42 542.46 52 21/21
Ch-PC 771.96  496.80 2705.02 1157.68 824.09 71 717
HCV

(A+B+C) 1037.17  95.74  2705.02 1135.62 611.43 54 58/58
Kontrola 619.52 182.88 1123.72 641.33  309.24 48 20/20
UGT1A3

Ch-P A 173.09 22.14 723.94  201.59 164.01 81 30/30
Ch-PB 123.01 30.98 449.01 163.90 109.10 67 21/21
Ch-PC 132.28 73.17 329.48 144.44 88.98 62 717
&i\é +C) 152.54 22.14 723.94  181.04  138.53 7 58/58
Kontrola 205.20 80.90 657.50  235.37 151.87 65 20/20
UGT2B7

Ch-P A 1569.70  318.02 4663.00 1739.64 1002.68 58 30/30
Ch-PB 1003.76 0.00 3642.30 1059.29  746.98 71 20/21
Ch-PC 397.70 0.00 734.09  390.52  240.72 62 6/7
&E\é +C) 1039.07 0.00 4663.00 1330.48 968.04 73 56/58
Kontrola 1700.99 344.22 3455.79 1904.59 913.12 48 20/20
UGT2B15

Ch-P A 563.55 127.38 1314.02 540.11  288.00 53 30/30
Ch-PB 360.11 139.75 1637.92 427.85  326.19 76 21/21
Ch-PC 218.37 101.54 224526 516.23  767.31 149 717
|(_,|£I-\I;+C) 392.91 101.54 224526 496.58  379.86 76 58/58
Kontrola 550.30 17436 1670.44 629.15  346.94 55 20/20
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Abstract: Hepatic drug metabolizing enzymes (DMEs), whose activity may be affected by liver dis-
eases, are major determinants of drug pharmacokinetics. Hepatitis C liver samples in different func-
tional states, i.e., the Child-Pugh class A (1 =30), B (n = 21) and C (n = 7) were analyzed for protein
abundances (LC-MS/MS) and mRNA levels (QRT-PCR) of 9 CYPs and 4 UGTs enzymes. The protein
levels of CYP1AL CYP2B6, CYP2C8, CYP2CY, and CYP2D6 were not affected by the disease. In the
Child-Pugh class A livers, a significant up-regulation of UGT1A1 (to 163% of the controls) was ob-
served. The Child-Pugh class B was associated with down-regulation of the protein abundance of
CYP2C19 (to 38% of the controls), CYP2E] (to 54%), CYP3A4 (to 33%), UGTIA3 (to 69%), and
UGT2B7 (to 56%). In the Child-Pugh class C livers, CYP1A2 was found to be reduced (to 52%). A
significant trend in down-regulation of the protein abundance was documented for CYP1A2,
CYP2C9, CYP3A4, CYP2E], UGT2B7, and UGT2B15. The results of the study demonstrate that
DMEs protein abundances in the liver are affected by hepatitis C virus infection and depend on the
severity of the disease.

Keywords: hepatitis C; liver; drug metabolizing enzymes

1. Introduction

Hepatitis C virus (HCV) is a small, enveloped RNA virus targeting hepatocytes, and
its local replication and immune responses lead to liver damage, ultimately resulting in
cirrhosis and/or hepatocellular carcinoma. The implementation of new treatment modal-
ities, i.e., direct acting antiviral drugs (DAAs) have markedly improved therapeutic out-
comes. However, the treatment success rate is determined by the HCV genotype, and its
high rate and the erroneous nature of its viral replication result in a high prevalence of
resistance-associated substitutions (with and without drug pressure) that may impact the
efficacy of pharmacotherapy [1].

The currently available DAAs are subjected to metabolism via enzymes located
mainly in the intestine and liver [2]. DA As are substrates of cytochrome P450 (CYP)1A2 —
pibrentasvir, CYP2B6—velpatasvir, CYP2C8—dasabuvir, velpatasvir, CYP2C19—sime-
previr, CYP3A4/5 —glecaprevir, grazoprevir, voxilaprevir, daclatasvir, elbasvir, pibren-
tasvir, simeprevir, velpatasvir, and uridine 5'-diphospho-glucuronosyltransferase
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(UGT)1A1 —pibrentasvir. Apart from being enzymatic substrates, some of the drugs pro-
duce inhibitory activity against enzymes, which complicates the enzyme/substrate/inhib-
itor interplay. The following are the enzymatic inhibitors: CYP1A2 — glecaprevir, pibren-
tasvir, CYP3A4/5—asunaprevir, daclatasvir, dasabuvir, elbasvir, glecaprevir, grazo-
previr, paritaprevir, pibrentasvir, simeprevir, velpatasvir; and UGT1Al—glecaprevir,
and pibrentasvir [3,4].

The summaries of product information of some DAAs define that safety and efficacy
have not been studied in HCV-infected patients with moderate or severe hepatic impair-
ment (Child-Pugh score B or C) due to ethical concerns and methodological challenges.
However, the European Medicines Agency (EMA) and the United States of America Food
and Drug Administration (FDA) regulations recommend pharmacokinetic studies in pa-
tients with impaired hepatic function when it is likely that liver dysfunction may signifi-
cantly affect pharmacokinetics (especially metabolism and biliary excretion) and dose ad-
justments might be needed [5,6].

Therefore, quantitative information about drug metabolizing enzymes (DMEs) levels
in HCV livers is of clinical relevance. In this regard, physiologically based pharmacoki-
netic (PBPK) modeling and simulation may enable stratification of potential risks derived
from the altered pharmacokinetics of administered drugs, prediction of oral drug bioa-
vailability, and drug-drug interactions (DDIs). The findings of this study can be applied
not only to agents targeting HCV, but also to other drugs (DMEs substrates) that are ad-
ministered to patients with hepatitis C. This study provides information about DMEs pro-
teomic data from only one pathological state of the liver stratified according to the Child-
Pugh classification, and includes the largest number of cases published so far.

Our preliminary study revealed the impact of liver diseases on DMEs protein levels,
and it included 21 cases of HCV livers (also used in the current analysis). The findings
revealed that the disease entails significant decrease in CYP2E1, CYP3A5, and UGT2B7
protein abundance [7]. However, due to the limited number of cases, we could not analyze
the data according to liver dysfunction stage. This study suggested that the protein abun-
dance of DMEs was affected by both the type of liver pathology (hepatitis C, alcoholic
liver disease, autoimmune hepatitis, primary biliary cholangitis, and primary sclerosing
cholangitis) as well as the organ functional status (according to the Child-Pugh classifica-
tion); however, in the latter analysis, samples with different liver pathologies were
merged. The combined analysis of all liver pathologies suggested that the worsening of
liver functions was associated with a significant decrease in protein abundance of CYP2E1
in class A, downregulation of CYP3A4 and UGT2B7 starting from class B, and CYP1A2,
CYP2C8, and CYP2C9 appeared to be reduced in the Child-Pugh score C livers [7].

In the present study, we were able to substantially expand the number of HCV sam-
ples, which not only allowed us to provide quantitative proteomic (LC-MS/MS) data on
DMEs status in HCV livers, but also to stratify DMEs expression levels according to the
Child-Pugh classification, i.e., functional state of the liver. The information presented in
this study is complementary to the findings on drug transporters in the liver in patients
suffering from HCV infection, as the same subjects were included in the analysis [8].

2. Results
2.1. mRNA Expression

In the contrel samples, a strong correlation (rs > 0.6) between DMEs mRNA expres-
sion and protein abundance was observed. Only CYP2EI/CYP2El and
CYP2C19/CYP2C19 did not demonstrate significant correlations (Table 1). However, HCV
infection affected correlations between DMEs gene expression and protein levels, i.e., loss
of strong correlation was seen in most enzymes, but in general the same trend in mRNA
and protein abundance changes was observed (Table 1, Figures 1 and 2, Supplementary
Tables 51 and 52).
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Figure 1. Gene expression (left) and protein abundance (right) of CYPs in hepatitis C (HCV, n = 58)
liver tissues stratified according to the Child—Pugh score into stages: A (n =30), B (2 =21), and C (n
=7), and the controls (CTRL, # = 20). The data are represented as box-plots of the median (horizontal
line), 75th (top of box) and 25th (bottom of box) quartiles, the smallest and largest values (whiskers)
and mean (+). mMRNA levels of the analyzed genes are expressed as relative amounts to the mean of
five housekeeping genes (GAPDH, HMBS, PPIA, RPLPO, RPS9). Statistically significant differences:
*p <005 *p <0.01, ™ p < 0.001 (Wilcoxon-signed rank test in comparison to the controls). (a)
Results for CYP1A1, 1A2, 2B6, 2C8, 2C9 and 2C19. (b) Results for CYP2D6, 2E1 and 3A4.

Table 1. Correlations (Spearman coefficient, r) between protein abundance and mRNA expression
levels of CYPs and UGTs in HCV livers (HCV), HCV liver disease stages (Child—Pugh class A, B
and C), as well as the controls.

mRNA vs. Protein Correlation Coefficient
Child-Pugh Child-Pugh Child-Pugh

Protein CT:)::(‘;:S nlicg,;?b Class A Class B Class C
n=30¢ n=214 n="7¢
CYP1A1l 0.664 *** 0.584 *** 0.638 *** 0.505* 0414
CYP1A2 0.824 = 0.652 0.517 * 0.642* 0.571
CYP2B6 0.612* 0.332** 0.426* -0.003 0.786*
CYP2C8 0.645* 0.025 -0.078 -0.177 0.571
CYP2C9 0.620 ** 0.202 0.238 -0.203 0.679
CYP2C19 0.325 -0.044 -0.010 -0.180 0.715
CYP2D6 0.586 ** 0.357 ** 0.468 * 0.389 -0.321

CYP2E1 0.352 0.118 0.321 -0.091 0.000
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Figure 2. Gene expression (left) and protein abundance (right) of UGTs in hepatitis C (HCV, n = 58)
liver tissues stratified according to the Child-Pugh score into stages: A (# = 30), B (= 21), and C (n
=7), and the controls (CTRL, # = 20). The data are represented as box-plots of the median (horizontal
line), 75th (top of box) and 25th (bottom of box) quartiles, the smallest and largest values (whiskers)
and mean (+). mMRNA levels of the analyzed genes are expressed as relative amounts to the mean of
five housekeeping genes (GAPDH, HMBS, PPIA, RPLPO, RPS9). Statistically significant differences:
*p <0.05,** p <0.01, **p < 0.001 (Wilcoxon-signed rank test in comparison to the controls).
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2.2. Protein Abundance

Protein abundance levels of several enzymes were not significantly affected by HCV
infection, i.e, CYP1A1l, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2D6, and CYP3A5. The Child-
Pugh class A livers were characterized by significant up-regulation of UGT1A1 (to 163%
of the controls). The Child-Pugh class B was associated with down-regulation of CYP2C19
(to 38% of the controls), CYP2E1 (to 54% of the controls), CYP3A4 (to 33% of the controls),
UGT1A3 (to 69% of the controls), and UGT2B7 (to 56% of the controls). Significant reduc-
tions in CYP1A2 (to 52% of the controls) and UGT2B7 (to 20% of the controls) in the Child-
Pugh stage C were also noted (Figures 1 and 2, Supplementary Table S2). The significant
trend in the downregulation of CYP1A2, CYP2C9, CYP3A4, CYP2E1, UGT2B7, and
UGT2B15 was documented.

The merged results of all HCV samples revealed that the disease did not significantly
affect the protein levels of CYP1A1, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2D6, CYP2E1, and
UGT1A3 as compared to the control samples. Significant decrease in CYP1A2 (to 64% of
the controls), CYP2C19 (to 45% of the controls), CYP3A4 (to 47% of the controls), and
CYP3AS5 (to 55% of the controls) as well as UGT2B7 (to 70% of the controls), UGT2B15 (to
79% of the controls), and marked increase in UGT1A1 (to 177% of the controls) abun-
dances, were noted (Figures 1 and Figure 2, Supplementary Table S2).

The percentage contributions of all investigated CYPs proteins stratified according
to the Child-Pugh score are given in Figure 3. The protein amounts decreased parallel to
the disease progression, and the rank order of the enzymes was not markedly affected by
the functional state of the liver. CYP2C9, CYP2E1, CYP1A2, and CYP3A4 showed the
highest abundances, while CYP2B6, CYP1A1l, and CYP2C19 were only found in traces
(~1-2%) (Figure 3, Table S2).

Control livers (100%) HCV (77%)

CYP1A1

CYP1A1
CYP2C19
R4 1% CYP2B6 CYP2C19 1% cyp286

CYP206 1%
6%

Ch-P class A (89%)
P1A1 CYP1A1

Ch-P class B (63%) Ch-P class C (63%)

cyp2c19 CYP1A1

CYP2B6 1% 1% cvp2Bs
2% CYsPsZDB 2%

cYpP2Cc19
1%  CYP2B6 1%

2% CYP2D6
7%

cyp2cte CY
1%

CYP206

Figure 3. Pie charts of the individual enzyme protein amounts in HCV livers stratified according to
the Child-Pugh score (A, B, and C class). The pie charts show the abundance of each enzyme as a
percentage of the sum of all enzyme protein abundances. Percentages indicate a total enzyme pro-
tein abundance in comparison to the control livers (indicated as 100%).
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The Jonckheere-Terpstra test evidenced a significant trend in the downregulation of
CYP1A2 (p = 0.012), CYP2C9 (p = 0.029), CYP3A4 (p = 0.019), CYP2E1 (p = 0.004), UGT2B7
(p = 0.0001), and UGT2B15 (p = 0.013) protein abundances from class A to C classified
livers.

2.3. Genotyping

Genotyping studies of CYP2C19, CYP2D6, and CYP3AS5 resulted in exclusion of sam-
ples genetically determined with the enzyme deficiency, i.e., CYP2C19 -2 controls, 1 HCV
subject, and CYP2D6 — 1 control, 3 HCV subjects. As for CYP3A5 expression, 7 out of 58
HCV patients and 3 out of 20 control subjects were defined as expressers (*1/*3) with a
protein abundance of 297.7 fmol/mg (£259.0). The CYP3A5 non-expressers (*3/%3) protein
levels were defined at 39.6 fmol/mg (+34.07).

3. Discussion

Information about the proteomic status of DMEs in the liver in its healthy and disease
states provides insights into potential effects of liver pathologies on drug pharmacokinet-
ics, and thus therapeutic responses as well as potential side effects. The correlation be-
tween DMEs mRNA and protein levels is not always satisfactory (in the present study it
was especially affected by HCV infection). Therefore, reliable protein quantification infor-
mation allows for better predictions than mRNA expression data. Our previous findings
from studies including various liver pathologies (hepatic virus-induced liver damage, al-
coholic liver disease, autoimmune hepatitis, primary biliary cholangitis, and primary scle-
rosing cholangitis) demonstrate a disconnection between the gene expression and protein
abundance of DMEs [7].

So far, only limited information about the proteomic data of DMEs in relation to liver
diseases has been published. The above-mentioned study [7], demonstrated that different
liver pathologies affected various CYPs and UGTs. The HCV samples of the aforemen-
tioned study (21 samples are also included in the present analysis) demonstrated that the
disease was associated with significant down-regulation of CYP2E1, CYP3AS5, and
UGT2B7 protein abundances (and unchanged levels of CYP1Al, CYP1A2, CYP2B6,
CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4, UGT1Al, UGT1A3, and UGT2B15).
Those results mostly corroborate the findings of the present study, but analysis of a larger
number of cases also revealed significant protein abundance reduction in CYP1A2,
CYP2C19, CYP3A4, and UGT2B15, as well as a marked up-regulation of UGT1A1. These
findings are supported by the proteomic (LC-MS/MS) analysis of Prasad et al. [9] for
CYP2D6 (unchanged levels) as well as CYP1A2, CYP2E1, UGT2B7, and UGT2BL5 (down-
regulation) in 30 HCV liver specimens. The observed differences could be related to meth-
odological specificities; however, they could also be related to analysis of liver tissues
from patients with various stages of HCV liver disease (not defined in the study of Prasad
etal. [9]).

The present study also provides as-of-yet unavailable information about the changes
of DMEs in HCV livers in dependence on the organ functional stage (based on the Child-
Pugh classification). Our previous study suggested that the stage of liver dysfunction (an-
alyzed in the combined samples from five different liver pathologies) affected DMEs pro-
tein levels. In detail, the study revealed protein abundance down-regulation of CYP2E1
in class A livers, decreased levels of CYP2E1 and CYP2C8, CYP3A4, CYP3Ab5, and
UGT2B? in class B, as well as reduction in CYP2E1, CYP2C8, CYP3A4, CYP3A5, and
CYP1A2, CYP2C9 in the class C tissues [7]. However, these findings, as stated above, are
based on the merged results of five liver pathologies, with various contributions to each
Child-—Pugh class. Thus, the advantage of the current study relies on the analysis of only
one liver pathology, i.e, HCV. The results of the present study indicate that the Child-
Pugh class A livers are characterized by significant up-regulation of UGT1A1, the class B
livers by down-regulation of CYP2C19, CYP2E1, CYP3A4, UGT1A3, and UGT2B7, as well
as the class C livers by significant reduction in CYP1A2 and UGT2B7.
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The present analysis provides evidence that progression of liver dysfunction pro-
duced by HCV infection is associated with constant down-regulation of DMEs. The range
of protein abundance changes were in most cases over two-fold, which suggested poten-
tial clinical relevance. The results of the present study can be used to explain pharmaco-
kinetic changes observed in HCV infected patients [10]. This study demonstrated that
CYP1A2, CYP2C19, CYP2D6, and CYP2E] enzyme activity was differentially affected by
the presence of liver disease. The activity of all enzymes decreased significantly, but the
reduction depended on the organ functional state. However, Frye at al. did not specify
underlying liver pathology, and stratified subjects according to the Child-Pugh classifi-
cation into compensated liver disease (Child-Pugh score of 5) or decompensated liver dis-
ease (Child-Pugh score = 6) [10]. Qur quantitative proteomic data are in keeping with
altered enzymatic activity in the liver disease patients, e.g., lower (40%) chlorzoxazone
(CYP2E1 substrate) metabolic ratio in patients with moderate-severe liver disease, signif-
icantly (69%) lower caffeine (CYP1AZ2 substrate) metabolic ratio in decompensated liver
disease (Pugh score >6), and no effects on the drug pharmacokinetics of the compensated
disease (Pugh score =5) [10]. From this perspective, the current study findings are in keep-
ing with clinical data on metabolic ratios of probe substrates for the studied enzymes (i.e.,
CYP1A2, CYP2C19, and CYP2E1) [10]. The CYP3A4 results of the present study are in line
with clinical observations on midazolam (CYP3A4 substrate) pharmacokinetics reported
by Pentikainen, who demonstrated significantly higher oral bicavailability (38%) and 41%
lower total clearance of the drug (and unchanged plasma protein binding and distribu-
tion) in patients with chronic liver disease (with undefined etiology) [11]. The pharmaco-
kinetic study, which revealed unaltered pharmacokinetics of debrisoquine (substrate of
CYP2D6) in mild or moderate (Child-Pugh classification) liver disease patients also cor-
roborate our results. However, reduced urinary excretion of 4-hydroxydebrisoquine in
patients with the liver disease was also observed [12].

The presentstudy also demonstrated significantly elevated protein levels of UGT1A1
in Child-Pugh class A livers, and this observation is not in keeping with the study of Pra-
sad et al. [9], who reported UGT1A1 to be below the lower limit of quantification in livers
infected with HCV. However, our finding fits to the changes in the gene expression re-
ported by Congiu et al. [13]. The latter study revealed higher levels of UGT1A1 in early
stages of liver fibrosis; however, they noted down-regulation in more advanced stages of
the disease. In the present study, mRNA UGT1ALl levels in the liver were similar in all
Child-Pugh classes. Clinical pharmacokinetic study suggests that glucuronidation path-
ways are not affected by liver diseases (revised in [14]), which is also supported by the
stable protein levels of UGT1A3 and UGT1A1 in the Child-Pugh class B and C HCV livers
revealed in this study. However, in most studies reporting preservation of drug glucu-
ronidation only patients with mild to moderate liver disease were recruited. More recent
reports have revealed that some glucuronidation pathways could be down-regulated in
more acdvanced stages of liver failure. Our study demonstrated lower levels of UGT2B7
and UGT2B15 in HCV affected livers, especially in the Child-Pugh class C livers. These
findings may explain the reduced glucuronidation of morphine (UGT2B7) [15], lamotrig-
ine (UGT1A4, UGT2B7) [16], zidovudine (UGT2B7) [17], mycophenolic acid (UGT1A9,
UGT2B7) [18], or oxazepam (UGT2B15) [19] in patients with liver dysfunction. However,
those studies might not identify the effects of the disease on individual UGT isoforms
levels, since the substrate overlap of UGTs activity is frequently observed.

The protein abundance of DMEs in the control group from the present study are
mostly in keeping with the results of other reports. It should be stated that the control
liver source can (to some extent) affect results. The preliminary study compared DMEs
protein abundances in organ donor livers and metastatic livers (used in studies as refer-
ence/control values) and demonstrated some differences [20]. The type of specimen ana-
lyzed, i.e., whole liver tissue or microsomal fraction applied for proteomic analysis [21],
along with tissue preservation process [22] as well as methodological issues [23,24], can
also produce some discrepancies. In the present study, the control group results of the
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most abundant CYPs (CYP2C9, CYP2E1, and CYP3A4) in metastatic livers free from
pathological changes are in line with Vasilogianni et al.’s targeted proteomics results, but
measured in microsomal fraction [25], and Couto et al., who measured CYPs in microso-
mal fraction using a global proteomic approach in the same type of control (metastatic
liver) tissues [26].

In the current study, only Caucasian liver samples were included so that we could
exclude the ethnic bias. In the literature the impact of ethnicity on drug pharmacokinetics
was postulated, suggesting indirect differences in DMEs levels/activities [27]. Some of the
inter-ethnic differences can be ascribed to genetic polymorphisms, which affect protein
levels or enzymatic activity, e.g, higher frequencies of CYP3A5 allele expression
(CYP3A5%3, CYP3A5%6, and CYP3A5*7) in African Americans compared to individuals of
European, Native American, and Asian ancestry (affecting pharmacokinetics of tacroli-
mus) [28] or higher number of the slow metabolizer of CYP2B6 516 G > T allele in Africans
Americans (46.7%) and Sub-Saharan Africans (45%) compared to Asians (17.4%), Hispan-
ics (17.4%), Japanese (18%), and Caucasians (21.4%) (affecting efavirenz or atazanavir
pharmacokinetics) [29,30]. In the present study 7 out of 58 HCV patients and 3 out of 20
control subjects were defined as expressers of CYP3AD (*1/*3 genotype) with protein
abundance levels of 297.7 fmol/mg (+259.0), in comparison to 39.6 fmol/mg (+34.07) in non-
expressers (*3/*3 genotype). However, there is a paucity of expression and protein abun-
dance information about DMEs in different ethnic groups. The available data suggest that
ethnic origin does not have a substantial impact on DMEs levels [31]. It seems that nonge-
netic factors such as diet, weight, and environmental factors should be also highlighted as
potential sources of inter-individual variation in drug pharmacokinetics. There is also ev-
idence of age-dependent changes in the expression levels, protein abundances, and activ-
ities of DMEs [32,33]. However, our study groups are age-similar, and the impact of age
on the results can be disregarded.

The changes in the DMEs expression/abundance can be, in part, ascribed to altered
cytokine status produced by HCV infection in the liver. Hepatitis C is an inflammatory
disease associated with elevated expression levels of [L(interleukin)-6 and TN F(tumor ne-
crosis factor)-a [34]. It is also documented that liver-infiltrating T cells from chronic hep-
atitis C patients produced IFN(interferon)-y [35], apoptotic hepatocytes released IL-1a
[36], and macrophages exposed to HCV secreted IL-13 and IL-18 [37]. These cytokines
could be involved in the transcriptional regulation of some DMEs and may explain the
expression/abundance changes observed in the present study. Human hepatocyte culture
experiments demonstrated that [L-6 exposure resulted in the down-regulation of genes
coding for CYP3A4 and CYP2BE6, as well as up-regulation of CYP1A2. This study did not
evidence any impact of IL-1B, and no synergism between IL-6 and IL-1p on the CYPs
genes expression [38]. The exposure of HepaRG cells to IL-6 produced the suppression of
CYP1A2, CYP2B6, and CYP3A4 mRNA levels. Similar findings on CYP1A2, CYP2B6, and
CYP3A4 mRNA expressions were observed in primary hepatocytes [39]. However, no
suppression of CYP1A2, CYP2B6, and CYP3A4 mRNAs after exposure to [L-18 and IL-13
was observed [38,39]. The TNF-a suppressed expression of cyplal gene in the hepatocyte
cell line Hepalclc7 [40], and IFN-y induced down-regulation of CYP1A2 and CYP3A4
expression in human hepatocytes [41]. The down-regulation of transcription factors such
as hepatocyte nuclear factors (HNFs), NF(nuclear factor)-xB, along with several nuclear
receptors such as pregnane X receptor (PXR) and constitutive androgen receptor (CAR),
have been proposed to be responsible for suppression of the CYPs expression by inflam-
matory stimuli [40,42,43]. It was shown that PXR was involved in the IL-6-mediated
down-regulation of CYP3A4 in HepG2 cells [44], and IL-1 mediated regulation of
CYP3A4, with possible contribution of HNF(hepatocyte nuclear factor)4 [45]. An involve-
ment of NF-kB in the down-regulation of CYP1A1/1A2 expression in hepatocytes was also
reported [40]. Furthermore, PXR and CAR could also regulate phase I1 enzymes in hepato-
cytes [46]. However, not all results of the present study are in keeping with in vitro and
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ex vivo experimental findings; contrary results have also emerged from those reports,
most likely due to different cell models, culture conditions, or experimental protocols.

The present study results can be also used to better scale PBPK models of DAAs, as
there is missing information about pharmacokinetics in HCV patients with advanced liver
disease (especially in Child-Pugh class C subjects). The study findings are in keeping with
the available pharmacokinetic data and recommendations specified in the summaries of
product information of DAAs. The significantly down-regulated levels of CYP1A2 (and
CYP3A4and UGT1A1) could explain the altered pharmacokinetics of pibrentasvir, whose
area under the concentration—time curve (AUC) differed by 26% or less in patients with
Child-Pugh class A or B cirrhosis and increased to 2.1-fold for those with class C [47].

The protein levels of CYP2B6 were not affected by the stage of liver failure. Velpatas-
vir is metabolized via this enzymatic pathway (also via CYP2C8 and CYP3A4), and its
pharmacokinetics was not affected by liver dysfunction, which supports the proteomic
findings of the present study. The drug AUC was comparable in non-HCV Child-Pugh
classes B and C patients with normal hepatic function subjects [48].

The CYP2CS8 protein abundance, similar to CYP2B6, was not altered in the samples
from HCV-infected patients. The enzyme contributes to dasabuvir (and as stated above of
velpatasvir) metabolism. The AUC values of dasabuvir were similar in healthy subjects
and the Child-Pugh class A patients. However, in the Child-Pugh class B patients a 16%
AUC reduction of the drug was observed, which was paralleled by a 57% decrease in M1
(major metabolite) AUC values. The class C subjects were characterized by elevated AUCs
for dasabuvir (325%) and M1 (77%) [49]. According to the summary of product character-
istics, dasabuvir should not be administered to the Child-Pugh class B and C patients. The
down-regulation in CYP2C8 protein levels in the liver could contribute to the observed
changes in the drug pharmacokinetics.

The pharmacokinetic information about simeprevir, a CYP2C19 substrate (also a sub-
strate of CYP3A4 and CYP2CS8) in liver dysfunction patients is not equivocal. Sekar et al.
[50] observed equal AUC in non-HCV Child-Pugh class A and B subjects. Other trials
reported two-fold higher AUC in non-HCV Child-Pugh class B and C patients [51] or 2.4-
and 5.2-fold AUC increases in the Child-Pugh class B and C patients, respectively, com-
pared to healthy individuals. However, contribution of CYP3A4 down-regulation to the
observed changes cannot be excluded. Therefore, simeprevir should not be used in Child-
Pugh class C patients and caution should be taken with Child-Pugh class B subjects, as
stated in the manufacturer recommendations [52]. The reported alterations in simeprevir
pharmacokinetic characteristics can be considered to be in keeping with the protein abun-
dance changes observed in the present study, since the down-regulation of CYP2C19 pro-
tein abundance was found, significant from the Child-Pugh class B.

The documentation in the present study of significant down-regulation of CYP3A4
levels are in line with pharmacokinetic studies and recommendations for the clinical use
of elbasvir/grazoprevir, glecaprevir/pibrentasvir, and sofosbuvir/vel patasvir/voxilaprevir
(all agents, except for sofosbuvir, are substrates of CYP3A4). Clinical guidelines mark
those combined medications as not recommended or contraindicated in the Child-Pugh
class B and C patients (also due to unavailability of the relevant data). Results of pharma-
cokinetic studies are in part inconsistent (due to complexity of factors affecting drug ki-
netics in liver failure patients) with the present study findings; however, some could in-
dicate reduced CYP3A4 metabolic capacity of the liver, i.e,, increased steady-state expo-
sure and Crax of grazoprevir changing with the Child-Pugh class [53] or pibrentasvir (also
a substrate for CYP1A2 down-regulated in the present study) AUC increase by 51%, 31%,
and 5.2-fold in patients with the Child-Pugh A, B, and C, respectively [47]. Other sub-
strates of CYP3A4, i.e., daclatasvir or elbasvir are highly protein bound (>99%) and char-
acterized by a low hepatic extraction ratio. Therefore, liver function deterioration could
notinfluence the unbound fraction of daclatasvir in the Child-Pugh class B and C patients,
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in comparison with HCV-infected controls [3]. Likewise, elbasvir exposure was compara-
ble in HCV patients with Child-Pugh class B liver cirrhosis and healthy controls [54].

In addition to disease-related changes in the protein abundance of distinct CYP en-
zymes as investigated in our study, the applied pharmacotherapy in HCV patients may
be affected by the inhibitory potential of several DAAs, i.e.,, CYP1A2 — glecaprevir, pibren-
tasvir; CYP3A4/5—asunaprevir, daclatasvir, dasabuvir, elbasvir, glecaprevir, grazo-
previr, paritaprevir, pibrentasvir, simeprevir, velpatasvir; and UGT1A1—glecaprevir, pi-
brentasvir [3,4]. This information is of importance as some of these agents are available as
fixed-dose combinations, e.g., elbasvir/grazoprevir or glecaprevir/pibrentasvir. This in-
formation, apart from CYPs protein abundance levels, should be implemented in the con-
struction of PBPK models.

4. Materials and Methods
4.1. Liver Samples

The control samples were harvested from metastatic livers, from a site at least 5 em
distance of the tumor site. The tissues were collected from Caucasian patients, aged 63 +
10 years, 11 males and 9 females, diagnosed with metastatic colon cancer. The collected
tissues did not show any pathological signs as confirmed by histological examination (the
samples were used as the controls in the previously published study [7]).

HCV (diagnosed according to the standard clinical criteria) liver parenchymal tissue
samples were dissected from the patients requiring liver transplantation. The liver tissue
specimens were harvested during elective liver transplantation from the organ immedi-
ately after excision. The stage of liver dysfunction was classified according to the Child-
Pugh score. Characteristics of the subjects are presented in Table 2. The whole medication
information is available for the control samples, i.e., one patient was treated with bisopro-
lol, furosemide, and tamsulosin (hypertension and prostate hypertrophy), one was treated
with bepridil (hypertension), and another one was medicated with amlodipine thyperten-
sion). None of these drugs are known to be a potent regulator of CYP or UGT enzymes.
The HCYV liver samples were collected in the years 2007-2019, and treatment standards
for HCV were modified several times in this period, which is a limitation of the samples.
We were only able to select samples without co-existing co-morbidities.

Table 2. Characteristics of the subjects (mean = SD).

Parameter/Disease Control HCV Ch-P A Ch-P B Ch-PC
n=20 n=>58 n=30 n=21 n=7
Sex [male/female] 11/9 30728 16/14 11/10 34
Age [years] 63+ 10 56+7 57+7 55+8 52+9
Total bilirubin [mg/dL]  0.59 +0.25 1.75+1.26 1.03 £0.57 2.05+0.84 362+1.78
Albumin [g/dL] 3.89+0.38 3.28+0.57 3672049 3.23+045 271+040
INR 1.14+0.21 1.30+ 0.28 1.20+0.22 1.29£0.17 1.71+0.36

HCV —hepatitis C; Ch—P: A, B, C—Child-Pugh Class A, B, C; INR—International Normalized Ratio.

Tissue biopsies were taken from livers (control and pathological) under standard
general anesthesia not later than 15 min after blood flow arrest. The liver samples were
immediately snap-frozen in liquid nitrogen for protein analysis or immersed in RN Alater
{(Applied Biosystems, Darmstadt, Germany) for RNA analysis, and then stored at -80 °C.
The study protocol was approved by the Bioethics Committee of the Pomeranian Medical
University.
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4.2. mRNA Isolation and Quantitative Real-Time RT-PCR

Total RNA was isolated from 25 mg of each tissue sample using a Direct-zol RNA
MiniPrep kit (Zymo Research, Irvine, CA, USA). RNA concentration and purity was as-
sessed using a DS-11 FX spectrophotometer (Denovix, Wilmington, DE , USA). cDNA was
prepared using a SuperScript® VILO™ cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA), with 500 ng of total RN A for 20 uL of reaction volume, according to
the manufacturer’s procedure. The gene expression levels were examined in duplicate us-
ing TaqMan Fast Advanced Master Mix and pre-validated TaqMan assays: CYP1Al
(Hs00153120 m1), CYP1A2 (Hs00167927 ml), CYP2B6 (Hs03044631 ml), CYP2C8
(Hs02383390_s1), CYP2C9 (Hs02383631_s1), CYP2C19 (Hs00426380_m1), CYP2Dé6
(Hs00164385_m1), CYP2E1 (Hs00559367_ml), CYP3A4 (Hs00604506_m1), CYP3A5
(Hs01070905_m1), UGT1A1 (Hs02511055_s1), UGT1A3 (Hs04194492_gl1), UGT2B7
(Hs00426592_m1), UGT2B15 (Hs00870076_s1) in ViiA 7 Real-Time PCR System (Life Tech-
nologies, Waltham, MA, USA). Threshold values for each gene were set manually and
mean Cr (cycles of threshold) values were recorded. Relative mRNA expression was cal-
culated by the 2-4¢tmethod, which was normalized to the mean expression value obtained
for the housekeeping genes: GAPDH (Hs99999905_m1), HMBS (Hs00609297_m1), PPIA
(Hs04194521_s1), RPLPO (Hs99999902_m1), RPSS (Hs02339424_g), and by 2-42¢t method,
which was additionally normalized to the mean value for the control group.

4.3. Genotyping

Genomic DNA was extracted from tissue samples using a Tissue DNA Purification
Kit (EURx, Gdansk, Poland) and subsequently standardized to a uniform concentration
(20 ng/uL) before being stored at -20 °C. All samples were genotyped for common lack-
of-function variants affecting protein concentration (i.e., stop-codons, frameshifts, and
splicing defects) using ViiA7 Fast Real-Time PCR System and pre-validated TagMan as-
says (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). The following variants were evaluated:
CYP2C19%2  (rs4244285, Assay ID: C_ 25986767 _70), CYP2D6*3 (rs35742686,
C__32407232_50), CYP2D6%4 (rs3892097, C_ 27102431 _D0), and CYP3A5*3 (rs776746,
C__26201809_30). Additionally, CYP2D6 gene deletion (CYP2D6*5) was evaluated using
the qPCR method with TagMan probes for CYP2D6 (Hs00010001_cn) and reference
RPPH1 gene.

4.4. Protein Quantification by LC-MC/MS

Tissues placed in liquid nitrogen were mechanically disrupted in a stainless-steel
mortar system. Approximately 40 mg of tissue powder of each sample was lysed with 1
mL of 0.2% SDS and 5 mM of EDTA containing 5 uL./mL of Protease Inhibitor Cocktail Set
I (Merck, Darmstadt, Germany) for 30 min at 4 °C on a platform shaker with 40 rpm
(Polymax 1040, Heidolph, Schwabach, Germany). Total protein content of the whole tis-
sue lysates was determined by bicinchinonic acid assay (BCA, Thermo Fisher) and 100 ug
of each sample was processed using a filter aided sample preparation (FASP) [55]. Protein
quantification of nine CYP (CYP1A2, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6,
CYP2E1, CYP3A4, and CYP3A5) and four UGT (UGT1Al, UGT1A3, UGT2B7, and
UGT2B15) enzymes were measured by mass spectrometry-based targeted proteomics us-
ing the validated LC-MS/MS method [56]. With the exception of UGT1A3, an additional
proteospecific peptide was analyzed for each protein in the same manner as the 13 vali-
dated peptides (i.e., 2 proteospecific peptides have been used for each enzyme). One pep-
tide was used for quantification whereas the other served as a qualifier for the presence
of the specific protein. For all peptides and their isotope-labeled internal standard pep-
tides, three mass transitions were used, respectively. The calculated protein values repre-
sent the mean of at least 2-3 mass transitions/peptide. The final protein abundance for
each enzyme was normalized to the individual mass of tissue used in the tryptic digest
(fmol/mg).
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4.5. Statistical Analysis

The mRNA and protein expression data were means = standard deviation and coef-
ficient of variation %. The median as well as minimum and maximum values are given in
Tables 51 and S2 of Supplementary Information. Differences between the study groups
were evaluated using the nonparametric Kruskal-Wallis test for multiple comparisons
with the post hoc Dunn’s test, and correlations with the Spearman rank test. The Jonck-
heere-Terpstra test for ordered differences was used to determine the significance of a
trend in protein abundance along the liver functional state (using the Child-Pugh classi-
fication). The p values of <0.05 were considered significant. The statistical calculations
were performed using Statistica 13.3 Software Package (TIBCO Software Inc., Palo Alto,
CA, USA).

5. Conclusions

In conclusion, it can be stated that the study provides information about the proteo-
mic data of clinically relevant DMEs in hepatitis C-infected livers, also in relationship to
the disease stage classified according to the Child-Pugh score. The disease significantly
down-regulated the protein abundance of CYP1A2, CYP2C19, CYP2E1l, CYP3A4,
UGT2B7, and UGT2B15. The levels of CYP1A1, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2D6, as
well as UGT1A3, remained stable, whereas the protein amount of UGT1A1 was up-regu-
lated. DMEs down-regulation mostly developed in the Child-Pugh class B (only CYP1A1
started to be decreased in the class C). The rank order of the enzymes was not markedly
affected by the liver functional states, i.e, CYP2C9, CYP2E1, CYP1A1l, and CYP3A4
showed the highest abundances, while CYP2B6, CYP1A1, and CYP2C19 were found in
trace amounts (~1-2%). These findings indicate that the HCV liver has preserved capacity
of drug metabolism in the Child-Pugh class A stage. The results from the present study
can be incorporated into PBPK models in order to get more precise predictions of drug
pharmacokinetics or drug—drug interactions and thus appropriate drug dose-adjustments
in patients with HCV liver dysfunction. Refinement of the existing models can be of spe-
cial importance for drugs where their clinical application is currently limited to mild
stages of HCV liver disease (e.g., prescription of ombitasvir/paritaprevir/ritonavir or da-
sabuvir is restricted to the Child-Pugh score A, since the efficacy and safety of these agents
were not studied in the Child-Pugh score B and C patients). This approach can open,
based on more adequate estimations, clinical studies on drugs not registered for applica-
tion in patients with advanced liver diseases since, for ethical reasons and risks, such trials
without sufficient entry data are not implemented. The results of the present study can be
combined with the findings on drug transporters protein abundances in the same set of
HCV patients [8]. The combined picture of DMEs and transporters in the pathological
livers can contribute to building PBPK models in HCV patients.
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